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Test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail je indikovan jako pomlicka pfi
posuzovani pacientt, pro néZ se zvazuje nasazeni pfipravku Herceptin (trastuzumab).
Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem v kombinaci

s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.
Tento produkt je uréen pro diagnostické pouziti in vitro (IVD).

SOUHRN A VYSVETLENI

Lidsky receptor epidermalniho ristového faktoru 2 (HER2) je élenem podrodiny
epiderméiniho ristového faktoru transmembranovych tyrozinkinazovych receptord, které
zprostiedkovavaji rist, diferenciaci a preziti bunék.’.2 Priblizng 15 a 30 procent
karcinom( prsu vykazuje nadmémou expresi proteinu HER2, amplifikaci genu HER2
(ERBB2) nebo oboji.3:# Znalost stavu genu HER2 a/nebo proteinu u invazivniho
karcinomu prsu umozriuje Iékardim €init informovanéj$i rozhodnuti ke zlepSeni celkové
péde o tyto pacienty.d Stav HER2 je zavedenym prediktivnim faktorem pro odpovéd na
terapii cilenou na HER2 u pacienti s rakovinou prsu.56,7

Trastuzumab (Herceptin) je humanizovana monoklonalni protilatka proti extracelularni
doméné HER?2 a byl prokézan jeji prospéch pro pacienty s rakovinou prsu pozitivnim na
HER2.8-13 Demonstrovani genové amplifikace a / nebo nadmémé exprese proteinu HER2
mé zéasadni dileZitost pro vybér pacientli pro lé¢bu trastuzumabem.5.14

Podobné dochazi ke genové amplifikaci HER2 nebo k nadmérné expresi proteinu

u adenokarcinomu zaludku a gastroezofagealni junkce (souhrnné oznacované jako
gastroezofagealni adenokarcinom neboli GEA).15:16,17 Ve zvefejnénych studiich byla
hlasena Siroka Skala etnosti nadmérné exprese HER2. Jeden z nejvétSich datovych
souborti ze screeningu, ktery zahrnoval 3803 pacientli s GEA, vSak uvedl, Ze 22 procent
pacient(i mélo pozitivni test na expresi nebo genovou amplifikaci proteinu HER2.18
VétSina studii naznaCuje, ze pfi absenci 1écby zaméfené na HER2 je nadméma exprese
HER?2 negativnim prognostickym faktorem.19

Trastuzumab s terapii zacilenou na HER? je ustfednim pilifem pfi léCbé invazivniho
karcinomu prsu a mé terapeutickou hodnotu pfi Ié¢bé pacientli s rakovinou zaludku / GEA,
ktefi nadmémé exprimuiji receptor. 517 Prokazani genové amplifikace a / nebo nadmémé
exprese proteinu HER2 je nezbytna pro vybér pacientii pro léébu trastuzumabem. 15,19
Klinické studie ukazaly, Ze z |é¢by trastuzumabem maji nejvétsi prospéch pacienti

s rakovinou prsu nebo zaludku/GEA s vysokou nadmémou expresi proteinu a/nebo
genovou amplifikaci HER2.3.15

PRINCIP POSTUPU

Test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail obsahuje sondy HER2 (0znacené
haptenovym dinitrofenylem neboli DNP) a sondy Chromosome 17 (oznacené haptenovym
digoxigeninem neboli DIG) formulované v pufru na bazi formamidu. Sondy jsou uréeny

k detekci amplifikace genu HER2 v invazivnim karcinomu prsu a GEA. Sonda HER2 DNA
Probe je smési oligosond, specificky cilenych na gen HER2 (také znamy jako ERBB2

Obr. 1. Stanoveni stavu amplifikace
HER2 s testem VENTANA HER2 Dual ISH
DNA Probe Cocktail, karcinom prsu.
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a NEU), ktery je umistén na lidském chromozomu 17 (17q12). Sonda chromosomu 17 je
smési oligosond cilenych na sekvence v centromerické oblasti a slouzi jako reference pro
aneusomii. Pocet kopii obou sond je vy€islen v jadrech nadord a vysledky jsou hlaSeny jako
pomér HER2 | chromozom 17 pro stanoveni stavu amplifikace HER2 (pomér HER2 /
chromozom 17 2 2.0 znamen4 amplifikovano, zatimco pomér < 2.0 znamena
neamplifikovano). Koktejl VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail mé optimaini
slozeni pro pouZiti s detekéni soupravou VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit, VENTANA
Red ISH DIG Detection Kit a pomocnymi reagenciemi na pfistroji BenchMark IHC/ISH.

Detekéni souprava obsahuje primarni protilatku a enzymem znaCenou sekundarni profilatku
konjugovanou na kfenovou peroxidazu (HRP) nebo alkalickou fosfatazu (AP), pouzivanou
jako chromogenni enzym. V pribéhu postupu barveni Dual in situ hybridizace (Dual ISH) jsou
sondy znacené DNP a DIG kohybridizovany na jejich pfislusné specifické cilové sekvence
DNA s buné&nymi jadry. Detekce sondy HER2 znacené DNP se uskutecni nejprve s pouzitim
detekéni soupravy VENTANA Silver ISH (SISH) DNP Detection Kit obsahujici nasleduijici
déavkovace: mysi primami anti-DNP protilatky znacené hydroxychinoxalinem (HQ), mysi anti-
HQ sekundami protilatky konjugované kfenovou peroxidazou (HRP), chromogenti
Chromogen A (Silver A), Chromogen B (Silver B) a Chromogen C (Silver C). Po inkubaci s
HQ znacenou mysi primami protilatkou proti DNP a poté konjugatem mysi anti-HQ HRP
sekundami protilatkou, dojde k reakci SISH. Struéné feceno, tato reakce je fizena postupnym
pridavanim chromogen A (octan stfibmy), B (hydrochinon) a C (Hz0z). Zde stfibrné ionty
(Ag™) jsou redukovany hydrochinonem na atomy kovového stfibra (Ag?). Tato reakce je
pohanéna substratem pro HRP, peroxidem vodiku (Chromogen C). Stfibmy precipitat se
uklada v jadrech a jednotiiva kopie genu HER2 je vizualizovana jako Cerna tecka. Reakce
SISH je zndzornéna na Obr. 2.

Po detekci SISH pro HER2 je sonda chromozomu 17 znacena DIG detekovana s pouzitim
detekéni soupravy VENTANA Red ISH DIG Detection Kit. Tato souprava obsahuje
nasledujici davkovace: mysi primami anti-DIG protilatky znaéené nitropyrazolem (NP), mysi
anti-NP sekundami protilatky konjugované alkalickou fosfatazou (AP), zesilovace pH
Enhancer, naftolu Naphthol a reagencie Fast Red. Po vyvoji signalu SISH je sklicko
inkubovano s my3i anti-DIG primami protilatkou znacenou NP, ktera se vaze na hapten DIG
na sondé chromosomu 17. Anti-haptenova primami protilatka je detekovéna s mysi anti-NP
konjugovanou s enzymem AP. Sklicko je inkubovano s roztokem pH Enhancer, ktery
poskytuje spravné slozky soli a koncentrace a pufrované pH pro optimalni vykon enzymu AP.
Daéle se pouzije naftol fosfat, ktery slouzi jako substrat pro enzym AP (AP defosforyluje
naftol). Reagencie Fast Red, pfidana na dalsi sklicko, se spoji s defosforylovanym naftolem
a vytvoii Cerveny precipitat, ktery Ize snadno vizualizovat svételnou mikroskopii. Obr. 3
znazoruje reakci Red ISH. Za Ucelem interpretace pomoci svételné mikroskopie je vzorek
poté kontrastné nabarven reagencii Hematoxylin II.

Barvici protokol se sklada z cetnych kroku, v nichZ jsou reagencie inkubovany po pfedem
uréené doby pfi specifickych teplotach. Na konci kazdého inkubaéniho kroku pfistroj
BenchMark IHC/ISH fezy promyije, €imz odstrani nenavazany materiél, a nanese kapainé
kryci skli¢ko, které minimalizuje odpafovani vodnych reagencii z podloZniho skli¢ka.
Vysledky jsou interpretovany s pouzitim svételného mikroskopu s pouzitim objektivd 20x,
40x a/nebo 60x.

Cerny signal Silver A
Silver B

Silver C

HQ znacena mysi protilatka

proti DNP
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DNP ...
Cilova oblast N HER2 DNA Probe
sekvenovani > NOo - (znacena DNP)
HER2 ..

Obr. 2. Detekce VENTANA Silver ISH DNP Detection pro HER2
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Obr. 3. Detekce VENTANA Red ISH DIG pro chromozom 17

DODAVANY MATERIAL

Déavkova¢ koktejlu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail obsahuje dostatek
reagencie pro 30 testd.

Jeden 6mL davkovac koktejlu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail obsahuje
pfiblizné 14 pg/mL sond HER2 znacenych dinitrofenylem (DNP) a 0.24 ug/mL sond
Chromosome 17 zna€enych digoxigeninem (DIG), formulovanych v hybridizaénim pufru
na bazi formamidu. Obé sondy se pouZivaji ke stanoveni stavu genu HER?2 (tzn. poméru
HER?2Ichromozom 17).

Podrobné popisy nasledujicich polozek naleznete v pfislusSném metodickém listu v
detekeni soupravé VENTANA: Principy postupu, Materialy a metody, Odbér vzorkd

a pfiprava pro analyzu, Postupy kontroly kvality, ReSeni problémd, Interpretace vysledki
a Omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, jako jsou detekéni soupravy a pomocné komponenty VENTANA, se
nedodavaji.

V8echny produkty uvedené v metodickém listu nemuseji byt dostupné ve viech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nésledujici reagencie a materialy potfebné pro barveni nejsou soucasti dodavky:
VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit (kat. ¢. 760-516 / 08318883001)
VENTANA Red ISH DIG Detection Kit (kat. ¢. 760-512 / 08318832001)
HybReady Solution (kat. €. 780-4409 / 05917557001)

ISH Protease 3 (kat. ¢. 780-4149 / 05273331001)

Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)

Bluing Reagent (kat. €. 760-2037 / 05266769001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. €. 950-300 / 05353955001)

SSC (10X) (kat. €. 950-110 / 05353947001)

. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-102 / 05279771001)

10.  uftraView Silver Wash Il (Pre-dilute) (kat. ¢. 780-003 / 05446724001)

11.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. &. 950-124 / 05279801001)

12.  Cell Conditioning Solution (CC2) (kat. &. 950-123 / 05279798001)

13.  LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)

14.  ULTRALCS (Pre-dilute) (kat. ¢. 650-210 / 05424534001)

15. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
16.  ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC2) (kat. €. 950-223 / 05424542001)
17.  Pistroj BenchMark IHC/ISH
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18.  Mikroskopicka sklicka, kladné nabita (Superfrost Plus nebo ekvivalent)

19.  Trvalé fixaéni médium*

20.  Kryci sklicko dostate¢né k pokryti tkané

21.  Automatizovany podavac¢ krycich sklicek

22.  Sklicka HER2 Dual ISH 3-in-1 Xenograft Slides (kat. ¢. 783-4422 / 05640300001)
Ize v pfipadé potfeby pouzit k feSeni problémd.

* FixaCni média, ktera jsou s timto testem kompatibilni, jsou uvedena v Tab. 30.

SKLADOVANI A STABILITA

Po prijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte.

Aby byla zajisténa spravna funk&nost reagencie a stabilita sondy, musi se davkovac po
kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.
Kazdy davkova¢ sondy mé stanovenou dobu expirace. Pfi Fadném skladovani ziistane
reagencie stabilni do data uvedeného na Stitku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této sondy na pFistroji BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané zpracované
béZnym zpisobem, fixované formalinem, zalité parafinem (FFPE). Doporuéenym
fixativem na tkané je 10 % neutralni pufrovany formalin (NBF) po dobu 6 az 72 hodin.20
Kromé testd VENTANA bylo ve studiich zji$téno, ze vétSina nepriikaznych vysledkd pro
gen HER?2 stanovenych metodou FISH souvisela s preanalytickymi faktory, véetné
nedostate&né a nadmémé fixace2! a rovnéz opozdéné fixace22. Strikini implementace
postuptl fixace (napf. vyhrazeny procesor k zajisténi minimainé 6hodinové fixace) méla za
nasledek 68.5 % snizeni neprlikaznych pfipadli z 10.8 % selhani na 3.4 %. V pfipadé
vzorkU fixovanych < 6 hodin ve formalinu miize dochazet ke ztraté signalu a k nadmérné
digesci v jadre, pozorované jako bledé / slabé barveni hematoxylinem. Doporucuje se
pouze fixace v 10 % NBF, protoze néktera fixativa produkuji proménné zabarveni

v testech na bézi ISH (véetné Bouinovy kapaliny (Bouin’s) a Alcohol Formalin-Acetic Acid
(alkohol-formalin—kyselina octové, AFA)).21

Sklicka je tfeba obarvit okamzité, protoze kvalita cild nukleovych kyselin v pfipravenych
tkanovych fezech se mlze postupem ¢asu snizovat. Interni studie prokazaly, ze sklicka

s fezy prsu a zaludku skladovana pii 2-8 °C mohou byt stabilni po dobu 12 mésict.
Kladné nabita sklicka mohou byt citliva na zatéz prostfedi, coz ma za nasledek nevhodné
zbarveni u jakéhokoliv testu ISH (napfiklad absence barveni nebo kontrastniho barveni
tkané). Pozadejte zastupce spole¢nosti Roche o kopii dokumentu ,Impact of
environmental stress on various histology slide types”, abyste Iépe porozuméli tomu, jak
tyto typy sklicek pouZzivat.

KaZzdy fez musi byt odfiznut na patficnou tloustku (4 um) pro pouzity test a umistén na
kladné nabité mikroskopické podlozni skli¢ko (Superfrost Plus nebo ekvivalent). Sklicka je
tfeba odvodnit, respektive je vysusit a odstranit pfebyte¢nou vodu nachazejici se mezi
sklickem a tkani.

Rezy silngjsi neZ 4 um mohou vyzadovat silngj$i osetfeni proteazou, nez je doporuéeny
stav, a mohou v diisledku nadmérného mnoZstvi parafinu v tkani vykazovat vice bublin

v jadru nezZ tenci fezy. Tvorba bublin v jadrech se projevuje jako velké ¢i malé bubliny
nebo vakuoly v jadrech. Casto, kdyz dojde ke vzniku bublin v jadFe, ma to celé spektrum
Ucinkd na signaly SISH a Red ISH, charakterizované 1) jadry s bublinami v jadrech,

v nichz jsou signaly SISH a Red ISH obecné jesté umistény ve stfedu jadra, a 2) jadry

s bublinami v jadrech, které vytiaduji signaly SISH a Red ISH na okraj. Casto v obou
pfipadech, pokud jsou signaly SISH a Red ISH jasné rozpoznatelné, nejsou jinak
zkreslené, jsou jesté vycislitelné a pfipad Ize hodnotit. V nékterych pripadech vsak miize
silna pfitomnost bublin v jadre signaly SISH a Red ISH zkreslovat nebo je €init
nerozpoznatelnymi tak, Ze pfesné vycisleni neni mozné. Dochazi k tomu Castéji, kdyZ jsou
signaly SISH a Red ISH vytlaovany na okraj jadra. Pokud k tomu dojde, mize se stat, Ze
bude mozné jadra, ktera jsou vy€islitelna, pozorovat kdekoli ve vzorku, a pfipad Ize
hodnotit. Pokud je v jadre silny vyskyt bublin do té miry, Ze neni mozné najit dostatek
jader, ve kterych Ize signaly SISH a Red ISH spolehlivé vy¢islit, nelze takovy pFipad
vyhodnotit. Bubliny v jadfe se také mohou tvofit v souvislosti s nedostate¢nou fixaci

(1-3 hodiny s formalinem), coz pfedstavuje méné diskrétni bubliny v jadfe. Lze to napravit
3hodinovou fixaci se zménénou Upravou bunék / oSetfenim protedzou, avSak za 1 hodinu
neni pravdépodobné mozné dosahnout patficné napravy.

Test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail byl vyvinut s dalSimi moznostmi
predbézného osetfeni, které mohou pomoci optimalizovat test v riznych laboratofich a pro
nasledné feseni probléma s uréitymi tkdnémi / sklicky vykazujicimi suboptimalni barveni.
Je doporuéeno, aby kazda laboratof provedla pocateéni cykly na reprezentativnich
kontrolnich vzorcich, které byly pfipraveny za identickych podminek jako klinické vzorky,
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které maji byt testovany. To pomUze optimalizovat specifické podminky barveni pro
jednotlivé laboratofe, které se mohou ve svych presnych postupech pfipravy vzorkd lisit.
Proménlivé vysledky mohou nastat pfi jinych preanalytickych faktorech, nez je
doporuceno. Vzorky, které jsou preanalyticky pfipraveny s pouzitim nedoporu¢ovanych
podminek, nemohou byt v testu nikdy spravné obarveny.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému pouziti.

3. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu testu.

4. Varovani, produkt obsahuje formamid. Formamid je toxicky pfi vdechovani
a stfedné toxicky pfi poziti. Drazdi kizi, o€i, a sliznice a je absorbovan skrz kizi.
Mdze zpUsobit poSkozeni nenarozeného ditéte. Pfi manipulaci s reagenciemi
dodrzujte pfiméfena bezpecnostni opatfeni. Pfi manipulaci s moznymi karcinogeny
nebo toxickymi materialy pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny odév.

5. S materialem lidského nebo ZivogiSného plvodu je tfeba nakladat jako
s potencialné nebezpecnym biologickym materialem a likvidovat jej v souladu
s platnymi bezpe¢nostnimi opatfenimi. V pfipadé expozice je potreba se fidit
zdravotnickymi smérnicemi odpovédnych organ(.23.24

6.  Zabrante kontaktu reagencii s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasaZené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.
Zabranite vdechovani reagencii.

7. Pred spusténim cyklu pristroje zkontrolujte, zda je odpadni nadoba prazdna. Pokud
neni zavedeno toto bezpeénostni opatfeni, odpadni nadoba muze pietéct a uzivatel
riskuje uklouznuti a pad.

8. Zabrarite mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zplsobit nepfesnost
vysledk.

9.  Dalsi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uZivatelska pfirucka
pristroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouziti vSech nezbytnych soucasti, které
naleznete na internetovych strankach navifyportal.roche.com.

10.  Doporuéené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
predpisech.

11. Oznaceni produktu bezpeénostnimi Stitky se Fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpeénostni list.

12.  Pro nahlaseni podezelych zavaznych incidentu tykajicich se tohoto prostiedku se
obratte na mistniho zastupce spoleénosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uzivatel provozuje €innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle smémice (ES)

¢. 1272/2008:

Tab.1. Informace o rizicich.
Riziko Kod Véta
NEBEZPECI | H351 Podezfeni na vyvolani rakoviny.
H360D Mdze poskodit plod v téle matky.
é H373 Muze zpUsobit poskozeni organt pfi prodlouzené nebo
opakované expozici.
P201 Pfed pouZitim si obstarejte specialni pokyny.
P202 Nepouzivejte, dokud jste si nepfecetli vSechny
bezpe&nostni pokyny a neporozuméli jim.
P260 Nevdechujte mlhu ani pary.
Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév /
P280 AR s
ochranné bryle / oblicejovy &tit / ochranu sluchu.
P308 + | Priexpozici nebo podezfeni na ni: Vyhledejte Iékarskou
P313 pomoc/oSetfeni.
Odstrarite obsah / obal pfedanim do schvaleného
P501 PN
zafizeni k likvidaci odpadu.

Produkt obsahuje latku s ¢. CAS 75-12-7: formamid
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POSTUP BARVENI

Sondy VENTANA byly vyvinuty pro pouziti na pfistroji BenchMark IHC/ISH spole¢né
s detek&nimi soupravami a pfisluSenstvim VENTANA. Postupy barveni pro pfistroj
BenchMark IHC/ISH s detekéni soupravou VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit
a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit jsou uvedeny v Tab. 2. Doporucené barvici
protokoly jsou uvedeny v Tab. 3.

Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v uzivatelské pfirucce pfistroje. Podrobné informace najdete v pfislusném
metodickém listu v detekéni soupravé VENTANA.

Dal$i podrobnosti o spravném pouzivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 800-6043).

Tab.2. K provedeni testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail na
pristrojich BenchMark IHC/ISH pouZijte nasledujici postupy barveni.

Platforma pristroje Postup barveni
BenchMark GX GX VENTANA HER2 DISH DNA PRB CKT
BenchMark XT XT VENTANA HER2 DISH DNA PRB CKT
BenchMark ULTRA nebo
BenchMark ULTRA PLUS U VENTANA HER2 DISH DNA PRB CKT
Tab.3.  Doporucené podminky barveni pro test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
Podminky barveni Prs Zaludek
Suseni Nezvoleno Nezvoleno
Cell Conditioning 1 16 minut 16 minut
Cell Conditioning 2 24 minut 16 minut
ISH Protease 3 20 minut 16 minut
76 °C pro pfistroje 76 °C pro pfistroje
BenchMark GX/XT BenchMark GX/XT
Teplota dlikladného
promyti 74 °C pro pfistroje 74 °C pro pristroje
BenchMark ULTRA nebo | BenchMark ULTRA nebo
ULTRA PLUS ULTRA PLUS

Vzhledem k rGznym zpGsoblm fixace a zpracovani tkéni, jakoZ i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostfedi miize byt potfeba prodlouzit nebo zkratit dobu
Upravy bunék nebo dobu predbézného zpracovani proteazou v zavislosti na jednotlivych
vzorcich.

Spusténi cyklu na pfistrojich BenchMark IHC/ISH

1. Opatfete sklicko Stitkem s ¢arovym kédem, ktery odpovida protokolu sondy, ktery
ma byt proveden.

2. Napliite koktejl VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, reagencie
z detekénich souprav VENTANA Red ISH DIG a VENTANA Silver ISH DNP
Detection Kit a pozadované pomocné reagencie do zasobniku reagencie
(z&sobniku reagencii) nebo karuselu. Dejte zasobnik reagencie (zasobniky
reagencii) nebo karusel do pfistroje.

Zkontrolujte velkoobjemové tekutiny a odpad.

Velkoobjemové lahve s reakénim pufrem museji byt piné.
Odpadni nadoba musi byt vyprazdnéna pred zahajenim cyklu.
Vlozte sklicka do pfistroje.

Spustte barvici cyklus.

Po dokonceni cyklu odstrarite sklicka z pfistroje. Na obarvenych sklickach bude
zbytkovy pufr a kapalny roztok kryciho sklicka. PokraCujte v oplachovani
a dehydrataci (viz nize).

© N o ok w
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Postup dehydratace

Poznamka: Chromogen Fast Red je rozpustny v alkoholu a v acetonu. Pokud jsou
obarvena sklicka vystavena pisobeni alkoholu a/nebo acetonu, mize to mit za nasledek
ztratu specifického signélu.

1. Pro odstranéni roztoku kapalného kryciho sklicka promyjte sklicka 2krat za sebou
v roztocich jemného saponatu na myti nadobi (nepouZivejte saponat urceny pro
automatické mycky nadobi).

2. Oplachuite sklicka dikladné destilovanou vodou asi 1 minutu. Pfebyte¢nou vodu
vytiepejte.

3. Pro usueni vlozte sklicka do suSarmny (45-60 °C) anebo je suste na vzduchu pfi
teploté okoli. V susamé se doba suseni pohybuje od 10 minut do jedné hodiny
(suseni obarvenych sklicek po delSi dobu zfejmé nema na vysledky barveni viiv).
Pred aplikaci kryciho sklicka do podavace museji byt sklicka zcela suchd, protoze
zbytkova voda na sklickach mize narusit postup podavace krycich sklicek
a zplsobit tvorbu bublin.

4. Premistéte sklicka do xylenové lazné asi na 30 sekund.

Umistéte fixacni médium na sklicko.

6.  Umistéte kryci sklicko na podlozni sklicko. Nezapomerite, ze néktera fixaéni média
nejsou s testem kompatibilni a neméla by se pouzivat (viz &asti Omezeni a Redeni
problémd).

POSTUPY KONTROLY KVALITY
Pozitivni kontrolni vzorek

Normalni signaly HER2 a chromozomu 17 (1 az 2 kopie na buriku) funguji jako vnitfni
pozitivni kontroly a museji byt viditelné ve vzorku s pouzitim objektivi 20x, 40x a/nebo
60x. Z dGvodu biologické heterogenity vSak ne vechny buriky budou vykazovat kopii
jediného genu. Specifické jademé zbarveni mize byt umisténo v riiznych burikach,
veetné: stromalnich fibroblastd, endotelidinich bunék, lymfocytd a nenadorovych
epitelidinich bunék. Pokud pozitivni kontrola nevykazuje pozitivni barveni, miize to
znamenat problém s reagencii nebo s pfistrojem. Protoze kazdy vzorek ma vnitini
pozitivni kontrolu (tzn. patfiéné barveni ISH v normalnich burikach), funguje to jako
skute¢na ,pozitivni kontrola“.

Pozitivni kontrolni vzorek specificky pro laborator Ize pouzit s kazdym provedenym
postupem barveni. Kontrolni vzorky mohou byt vzorky pfipravené zplisobem identickym
s pacientskymi vzorky. Takové kontroly Ize pouZit pro sledovani vSech krokd postupu, od
pfipravy vzork( az po barveni. PouZiti vzorku pfipraveného odli$né nez testovaci vzorky
poskytne kontrolu pro reagencie, pfistroj a postupy, avSak ne pro fixaci a zpracovani
vzorkl. Vysledky s testovacimi vzorky maji byt analyzovany ve stejném cyklu. Takové
kontroly by nemély nahrazovat spravné vyhodnoceni intemich kontrol u kazdého
pacientského vzorku.

Vzorky $tépu z cizi tkané

Sklicka Xenograft mohou byt uzite¢na pro predbézné ovéreni metody pouzité k barveni
sklicek s testem VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail. Také se doporucuji jako
pomdcka pro FeSeni problém0 pfi pouZiti v cyklech obsahujicich klinické vzorky. DalSi
informace najdete v pfislu$ném metodickém listu ke sklickim Xenograft.
Nevysvétlitelné rozpory

Nevysvétlitelné rozpory v kontrolach je tfeba neprodlené nahlasit na vaSe mistni servisni
zastoupeni. Pokud vysledky kontroly kvality nespliuji specifikace, vysledky pacienta jsou
neplatné. Viz ¢ast Reseni problému tohoto metodického listu. Identifikujte a napravte
problém a pak opakujte pacientské vzorky.

Oveéreni testu

Pfed prvnim pouZitim sondy nebo barviciho systému pfi diagnostickém postupu je tfeba
ovéfit specificitu sondy, a to jejim testovanim na fadé tkani se zndmymi ISH funk&nimi
charakteristikami (viz metodicky list sondy a doporuceni ke kontrole kvality College of
American Pathologists Laboratory Accreditation Program, Anatomic Pathology
Checklist, 25 nebo CLSI Approved Guideline?8, piipadné oba dokumenty). Tyto postupy
kontroly kvality je tfeba opakovat pro kazdou novou $arzi reagencii nebo vzdy, kdyz dojde
ke zméné parametrti testu.

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY

Vzor bunééného barveni pro test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktalil je
jaderny.

Kvalifikovany patolog se zku$enostmi s mikroskopickou interpretaci anatomicko-
patologickych vzork, postupy ISH a rozpoznavanim jednotlivych a amplifikovanych kopii

o
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HER?2 a chromozomu 17 (Chr17) (vyzadujicich mikroskopické zkouméni s pouZitim
objektivii 20x, 40x a/nebo 60x) musi pfied interpretaci vysledkd vyhodnotit kontroly.
Poznamka: Pouziti objektivu 100x se nedoporucuje. VSechna ¢teni sklicek s tkani pfi
ovérovani designu a validaci testovani byla provedena s pouzitim objektivi 20x, 40x
a/nebo 60x.

Pro interpretaci sklicka je nutno pouzit VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail

spole¢né s Privodcem interpretaci testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail

[P/N 1018386].

V nésledujicich Castech je popsano, jak interpretovat a hodnotit sklicka. Tab. 4 ilustruje

pocitani diskrétnich signalli.

Definice

1. Stav genu HER2. Stav genu HER? je funkci poméru poctu kopii genu HER2 k poctu
kopii Chr17 na buriku u pfipadu invazivniho karcinomu prsu nebo GEA. Stav genu
HER?2 je klasifikovan s pouzitim nasledujicich pravidel:

a.  Pomér HER2/Chr17 = 2.0 znamend amplifikovano
b.  Pomér HER2/Chr17 < 2.0 znamena neni amplifikovano

2. Adekvatnost sklicka. Sklicko s VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail musi
spliovat tfi kritéria, aby bylo povaZovano za adekvatni pro vyhodnoceni. Pokud
sklicko tato kritéria nesplfiuje, nelze je vycislit a vysledek je neuspokojivy.

a.  Vnitfni pozitivni kontrola. Normalni signaly HER2 a Chr17 (1 aZ 2 kopie na
buriku) funguji jako vnitfni pozitivni kontroly a museji byt ve vzorku viditelné.
Toto jaderné zbarveni mize byt umisténo v riznych nenadorovych burikach,
véetné: stromalnich fibroblastd, endotelidinich bunék, lymfocytd a
nenadorovych epitelialnich bunék.

b.  Neoplastické buriky. S pouzitim objektivii 20x, 40x a/nebo 60x musi invazivni
aspekt nadoru vykazovat vycislitelné pole signald SISH a Red ISH.

c.  Pozadi. Jakékoli barveni pozadi, které je vysledkem detekénich systémd
SISH nebo Red ISH bude tfeba vyhodnotit a urit, zda se rusi s vycislenim
specifickych signalti SISH nebo Red ISH. Pozadi SISH se typicky jevi jako
LJprach” SISH, ktery Ize od specifického signélu odlisit. Pozadi Red se mize
jevit jako ¢erveny opar nebo vzacné jako nespecifické signaly, které maji
slab$i intenzitu v porovnani se specifickym signalem.

3. Cilové oblasti pro vycisleni signalu. Pfijatelna cilova oblast v invazivnim karcinomu
vykazuje vycislitelné pole signali SISH a Red ISH. Vy¢isleni signalu by se nemélo
provadét v oblastech, které obsahuiji slaby signal SISH nebo Red ISH, stlatena
nebo prekryvajici se jadra anebo nekrézu. Pokud je cilova oblast povazovana za
neadekvatni pro vycisleni, je Casto mozné najit jiné cilové oblasti na stejném
sklicku, které adekvatni jsou. To Ize ur€it podle pfitomnosti normélnich bunék
vykazujicich patficné barveni SISH a Red ISH v cilové oblasti nebo v jejim
sousedstvi.

Dalsi pozorovani pro HER2 a chromozomu 17

Ostatni pozorovani mohou byt zaznamenana jako poznamky ve zpréavé patologa.

1. Heterogenita: V nékterych pfipadech mize tkan obsahovat oblasti karcinomu, které
jsou geneticky heterogenni pro pocet kopii HER2 (tzn. mlize existovat smés
neamplifikovanych a amplifikovanych jader nebo smés jader obsahujicich rizné
kopie HER?2). To Ize pozorovat u bunék karcinomu ve vlastni cilové oblasti nebo
mezi dvéma cilovymi oblastmi.

2. Aneusomie je jakykoli stav, pfi némz méa organismus dal$i chromozomy nebo méné
specifickych chromozomd, neZ je obvyklé, tzn. fada konkrétniho chromozomu (v
tomto pfipadé Chromosome 17) neni diploidni. Pi polysomii mohou existovat tfi
nebo vice kopii chromozomu spiSe nez oéekavané dvé kopie. Pfi monosomii mohou
nadorové buriky vykazovat pouze jednu kopii chromozomu Chromosome 17. Byla
hlaena zjevna ,amplifikace”, shluky nebo polysomie chromozomu 17 (s HER2
SISH shluky &i bez nich).27 V piipadech shluki HER2 a chromozomu 17 je nutno
dbat na to, aby nebyly zvaZovany s pomérem ~ 1.0. Hodnotitel by se mél v téchto
pfipadech podivat na vysledky z imunohistochemie (IHC) pro analyzy nadmémé
exprese proteinu HER2, protoze vétsina ma tendenci byt 3+.

3. Monoalelické delece: Delece genu HER2 z chromozomu 17 v nadorovych burikach
ma za nasledek pomér HER2/Chr17 < 1.0.

Vizualizace signalu

Signaly SISH a Red ISH jsou vizualizovany jako:

1. Jednotliva kopie. Diskrétni ¢erny bod (SISH) se pocita jako jedna kopie HER2.
Diskrétni jednotlivé tecky vizualizované ve vnittnich, kontrolnich (nenadorovych)
jadrech reprezentuji velikost jednotlivé kopie v burikach invazivniho karcinomu pro
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signal SISH (Eerny). Pro signaly Red ISH se kaZzdy diskrétni signal pocita jako jedna
kopie. Je tfeba poznamenat, Ze signal Red ISH z Chr17 se mlze zdat vétsi nez
signaly SISH a nékdy mdze mit prodlouzeny tvar. MiZe vzniknout riiZovy opar a je
tfeba, aby nebyl omylem povaZzovan za signal. Signaly Red, které maji velmi
svétlou barvu v porovnani se signalem v jadrech vnitfni pozitivni kontroly

a celkovy vzor barveni, by nemély byt vy€isleny, protoze mohou byt

nespecifické. Specifické Cervené signaly maji diskrétni okraje, jak je znazornéno

v Tab. 4.

2. Neékolik kopii. Diskrétni jednotlivé signaly SISH vizualizované v jadrech vnitini
pozitivni kontroly pfedstavuiji velikost jednotlivé kopie HER2 v bufikach invazivniho
karcinomu. Velikost jednoho signélu SISH se pouziva jako reference ke stanoveni
relativniho poctu referencnich kopii v rakovinnych jadrech. Pro signély Red ISH se
kazdy diskrétni signal pocita jako jedna kopie.

3. Shluky. Pritomnost vice pfekryvajicich se signalli v jadru nelze vycislit. Shiuk je
definovan jako Cetné prekryvajici se signaly SISH v jadrech, které nelze individualné
rozlisit. Shluky HER2 mize odegitajici pouze odhadovat. Napfiklad velky shluk
nékolika signald SISH Ize odhadnout jako 12 kopii, zatimco malé shluky Ize
odhadnout jako 6 kopii. Odhad se provadi s pouzitim jednotlivych kopii SISH
pfitomnych v burikach vnitfni pozitivni kontroly jako reference. Pfitomnost shiuku
HER?2 se zaznamenéva na hodnoticim listu.

4. Prekryvajici se jadra, jadra s pfitomnou pouze jednou barvou a vzorky s
nespecifickym barvenim by nemély byt vyCisleny. VeSkera jadra s pfekryvajicimi se
signaly Red ISH a SISH, které nelze rozliit, je tfeba vizualizovat pfi vétSich
zvétSenich pro rozliSeni dvou signalli, nebo by nemély byt poéitany. Jadra, v nichz
se objevi bubliny, by se neméla pocitat.

Vypocet signalu SISH a Red ISH ke stanoveni stavu genu HER2

Prozkoumeijte sklicko obarvené H&E pro lokalizaci oblasti obsahujicich invazivni karcinom

prsu nebo gastroezofagealni karcinom. Prozkoumeite skli¢ko obarvené metodou HER2

Dual ISH odpovidajici H&E a identifikujte cilovou oblast invazivniho karcinomu prsu nebo

gastroezofagealniho karcinomu. Pfed vypoctem signali HER2 a chromozomu 17 pro

stanoveni stavu genu HER? je zasadné dlleZité urcit, zda je invazivni cilova oblast (Iézni
tkan) adekvatné obarvena a uspokojuje kritéria popsana pro adekvatnost sklicka (viz vyse
uvedeny oddil Definice, 2. Adekvatnost sklicka).

Hodnotici algoritmus vyvinuty pro test maximalizuje preciznost a G¢innost pfi pocitani. Je

tfeba vycislit dvacet jader, kazdé z nich obsahujici éervené (Red ISH) a éerné (SISH)

signaly.

Kritéria vybéru bunék

Pocitejte pouze priméry jader, které jsou reprezentativni pro primérnou populaci jader

invazivniho karcinomu v cilové oblasti. Nepo€itejte signaly v jadrech, které:

1. Maji mnohem vétsi primérnou velikost, nez je primérna velikost jader u
karcinomu.

2. Maji mnohem mensi primérnou velikost, nez je primérna velikost jader u
karcinomu.

Pocitejte pouze jadra, ktera jsou reprezentativni pro populaci jader invazivniho karcinomu

s nejvétsim primémym poétem signalli (SISH i Red ISH).

V cilovych oblastech, které jsou geneticky heterogenni pro pocet kopii HER2, pocitejte

pouze jadra, ktera jsou reprezentativni pro populaci jader invazivniho karcinomu

s nejvétsim primémym poctem signalli (SISH i Red ISH). VSimnéte si heterogenity

pfitomné na hodnoticim listu.

Tab.4. Vizualizace signalu.
L]
° o ': Nepocitejte, pokud se jadra prekryvaji.
Nepocitejte, pokud neni pfitomen zadny signal.
NepoCitejte, pokud je pfitomen signal pouze jedné
. barvy.
2025-02-09 5117
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. Nepocitejte, pokud jsou signaly mimo jadra.

® Pocitejte jako 1 Cemy signél (HER2) a 1 Cerveny signal
(Chr17).

Pocitejte jako 2 Cemé signaly (HER2) a 2 Cervené
signaly (Chr17).

Pocitejte jako 1 Cemy signal (HER2) a 2 ervené

. signaly (Chr17). Cemy signal je ,dublet‘. Pogitejte dva
sousedici signaly stejné barvy pouze tehdy, pokud je
vzdalenost mezi signaly vét$i nebo rovna priméru
jednotlivého signalu.

Malé shluky SISH Ize odhadnout pouze s pouzitim

.e velikosti jednotlivého signalu jako reference. PouZijte
stromalni buriky k odhadu velikosti signalu (mensi

. burika). Napfiklad tento shluk je tfeba odhadnout jako 6
signald SISH — pfidani dalSich 2 jednotlivych signald
dava celkovy pocet 8. PoCitejte 2 Cervené signaly. Na
hodnoticim listu zaznamenejte, Ze jsou pfitomny shluky
pro HER2.

Odhadnéte velikost shluku. Zde Ize shluk rozpoznat
jako 12 &ernych signall - pfidani dalSich 4 jednotlivych

.' A signald dava celkovy pocet 16. Pocitejte cervené
signaly jako 2 kopie Chr17. Na hodnoticim listu
zaznamenejte, Ze jsou pritomny shluky pro HER2.
Cerveny signal v blizkosti &emého signalu je tfeba

° o e pocitat jako jeden Cerveny signal a jeden ¢erny signal.
L J o~ ~ xr . . .
¢ To mlze vyzadovat vycisleni s objektivem 60x pro

rozliseni. Proto pocitejte jako 4 Cemé signaly (HER2)
a 2 ¢ervené signaly (Chr17). Pokud nelze pFekryvajici
se signaly rozlisit, toto jadro nepoditejte.

Shluk Eemych tecek zakryvajici Eerveny signal €i

® . Cervené signaly. Lze pouzit vétSi zvétSeni (60x) ve
snaze potvrdit pfitomnost nebo nepfitomnost ¢erveného
signalu ¢i Gervenych signald, jinak je nepotitejte. Vzdy
pouzivejte pouze jadra s jasnymi Cervenymi signaly.
Pritomnost shluki SISH zaznamenejte na hodnoticim
listu. J&dra s viditelnym a vétSim poctem Cervenych
signald je tfeba hodnotit v jadrech se shluky SISH.

7y Pokud v jadru vznika pozadi ,prachu” SISH, pocitejte
. pouze specifické signaly SISH, které Ize jasné odlisit od
pozadi.

Muze byt pozorovan rizovy opar a je tfeba, aby nebyl
° omylem povazovan za signal. Mohou byt pozorovany

. slabé Red ISH signaly a mohly by reprezentovat
nespecifickou vazbu sondy Chr17 na jiné chromozomy.
Na obrazku jsou 2 diskrétni ervené signaly (Chr17)

a 2 eré signaly (HER?2).

Stav genu HER2: Hodnotici algoritmus pro VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail

Je tfeba vyCislit dvacet jader (kazdé z nich obsahujici ¢ervené (Chr17) a cemé (HER2)
signaly). Konecné vysledky pro stav HER2 jsou hlaSeny na zakladé poméru ziskaného
vydélenim souctu signald HER?2 pro vech 20 jader souétem signalti chromozomu 17 pro
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vech 20 jader. Stav amplifikace je definovén jako ,amplifikovano®, pokud je pomér
HER2IChr17 = 2.0, a jako ,neamplifikovano®, pokud je pomér HER2/Chr17 < 2.0. Pokud
pomér HER2/Chr17 spada do rozmezi od 1.8 do 2.2, je tfeba vycislit dalSich 20 jader.
Novy pomér se pak vypocita na zakladé vSech 40 jader a stav amplifikace je hlasen tak,
jak jiz bylo popséano.

Obarvené
sklicko
HER2/Chr17

Neadekvatni.

Opakujte barveni s
novym sklickem

Je sklicko
vhodné?

Identifikujte a zvolte cilovou oblast

v

Pocet signalll HER2 a chromozomu 17 ve 20 jadrech

v

Vypocitejte pomér HER2/Chr17 vydélenim
celkového poctu signalli HER?2 z cilové oblasti 1
celkovym poctem signalti Chr17 z cilové oblasti 1

Je
1.8 < HER2/Chr17 £2.2?

Spoditat pro dalsich 20 jader

Nahlaste vysledky .
Neamplifikovano Vypocitejte pomér HER2/Chr17 vydélenim
< celkového poctu signallt HER?2 z cilovych
HER.Z/.Chr1'7 <20 oblasti 1 a 2 celkovym poctem signalli
Amplifikovano Chr17 z cilovych oblasti 1a 2
HER2/Chr17 22.0

Kontroly

Normalni bufiky v cilové oblasti nebo v jeji blizkosti slouzi jako vnitini kontroly barveni.
Alesponi 50 % normalnich bunéénych jader by mélo obsahovat alespori jeden signal SISH
a alespon 50 % by mélo obsahovat alespori jeden signal Red ISH (signaly SISH a Red
ISH nemuseji byt ve stejnych burikach), aby cilova oblast mohla byt povazovana za
adekvatni. Pokud neni na nékterém ze skli¢ek s normalnimi burikami v cyklu detekovan
adekvatni signal, znamena to, Ze takové sklicko je neadekvatni pro vycisleni. Pouziti
vzorku pozitivni kontroly nebo sklicek Xenograft pomze s fe$enim potencialnich
problémd s pfistrojem a/nebo reagenciemi.

OMEZENI
Obecna omezeni

1. ISH je metodika zahmujici vice krokd, ktera vyzaduje specializované vyskoleni ve
vybéru vhodnych reagencii, pfipravé vzorkd, zpracovani, pfipravé sklicka ISH
a interpretaci vysledka.

2. Barveni tkdné zavisi na zachazeni s tkani a na jejim zpracovani pfed barvenim.
Nespravna fixace, zmrazeni, rozmrazeni, promyti, suseni, zahfivani, fezani nebo
kontaminace jinymi tkanémi ¢i tekutinami mohou zpUsobit artefakty, zachyceni
reagencii, faleSné negativni nebo faleSné pozitivni vysledky. Nekonzistentni
vysledky mohou byt dlisledkem odchylek metod fixace a zalévani nebo inherentnich
nepravidelnosti v tkani.

3. Nadmémé nebo netpiné kontrastni barveni mize narusit spravnou interpretaci
vysledkd.

4. Klinicka interpretace zabarveni musi byt vyhodnocena v kontextu klinické
anamnézy, morfologie a dalSich histopatologickych kritérii. Je odpovédnosti
kvalifikovaného patologa seznamit se s reagenciemi a metodami pouzivanymi
k vyrobé obarveného pfipravku. Barveni musi byt provadéno v certifikované
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a licencované laboratofi pod dohledem patologa, ktery je odpovédny za kontrolu
obarvenych sklicek a zajisténi adekvatnosti kontrol.

5. Spolecnost VENTANA poskytuje reagencie v optimalnim fedéni pro pouziti, pokud
jsou dodrzeny uvedené pokyny. Jakakoli odchylka od doporu¢enych postupu testu
mZe ocekavané vysledky zneplatnit. UZivatelé, ktefi se odchyluji od doporucenych
postupl testu, museji pfijmout odpovédnost za interpretaci vysledkd u pacientd.

6.  Vzhledem k riznym zpUsobim zpracovani vzorku miize byt nezbytné prodiouZit
nebo zkratit dobu oSetfeni ISH protedzou. Navic zvySeni nebo snizeni asu Upravy
bunék ovlivni vysledky barveni. Takové zmény musi uZivatel validovat. Uzivatelé,
ktefi se odchyluji od doporuéenych postupd testu, jsou odpovédni za interpretaci
vysledkd u pacientd za téchto okolnosti.

7. Reagencie mohou v dfive netestovanych tkanich vykazovat neoCekavané reakce.
MoZnost neocekavanych reakci nelze zcela vylou€it ani u testovanych skupin tkani,
a to z divodu biologické variability tkani. Se zdokumentovanymi neocekavanymi
reakcemi se obratte na mistni servisni zastoupeni.

SPECIFICKA OMEZENI

1. Ne vSechna fixativa jsou kompatibilni s testem. Doporu¢enym fixativem je 10 %
NBF po dobu 6 az 72 hodin.

2. Test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail byl vyvinut k barveni fez(
tkané o tloustce ~ 4 um.20 U ez s tioustkou v&tsi nez 4 um mize dojit ke ztraté
tkané.

3. VSechny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci
kontaktujte mistni servisni zastoupeni.

4. Oxidace, vyblednuti a/nebo zmizeni signalu SISH mohou byt zptisobeny nékterymi
znackami fixaCnich médii. Kompatibilni fixaéni média jsou uvedena v Tab. 30.

5. Aby nedoslo k vytraceni signalu Red ISH, nesmi se obarvena sklicka kv(li
dehydrataci ponofovat do alkoholovych ¢i acetonovych lazni. Doporucuje se suseni
na vzduchu nebo v susamé. Obarvena sklicka museji byt pfed aplikaci do podavace
krycich sklicek zcela sucha.

6.  Stejné jako u jinych testd, negativni vysledek znamena, Ze nebyl detekovan
specificky cil, nikoli ze specificky cil nebyl v testovanych burikach nebo tkanich
pfitomen.

7. Tato sonda je optimalizovana pro pouziti s reagenciemi VENTANA na pfistrojich
BenchMark IHC/ISH. UZivatelé, ktefi se odchyluji od doporu¢enych postup( testu,
jsou odpovédni za interpretaci vysledkd u pacientd za téchto okolnosti.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

Fungovani testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail bylo vyhodnocovano v
analytickych a klinickych studiich. Veskeré barveni bylo provadéno pomoci protokolu
VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, jak je uvedeno v Tab. 3, na pfistrojich
BenchMark IHC/ISH, pokud nebylo specifikovano jinak.

Tab. 5 a Tab. 6 shrnuji (idaje o fungovani ziskané v téchto studiich: Studie shody,
opakovatelnost a preciznost, preciznost v rdmci hodnotitele a mezi hodnotiteli, preciznost
mezi Sarzemi, preciznost mezi laboratofemi pro pfistroj, analyticka senzitivita a specificita,
charakterizace testu a stabilita. Podmnozina téchto studii je podrobnéji popsana

v nasledujicich oddilech.

Tab.5.  Souhm vysledk( fungovani pro prs napfi¢ analytickymi a klinickymi studiemi.
Poruchové rezimy

ho- | NeW" | cel o
A .:' hovu- keen; Slaby/zadny

W] i HER2/Chr17 Selhani 5., .. .. .

je
(vnitini kontrola pozadi P e
nebo cilové buriky)
2893 | 127 | 3020 | 113374%) S 6 3
: (017 %) | (0.20%) | (0.10 %)
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Tab.6.  Souhm vysledk( fungovani pro Zaludek napfi¢ analytickymi a klinickymi
studiemi.
Poruchové rezimy

who | NeY- | cel

gl T e Slaby/zadny

vae | Ve | *em | HER2Chr7 | Sethani |5 oo

—_ . |Zadnatkan| Jiné
(vnitini kontrola pozadi
nebo cilové buriky)
1340 17 1357 17 (1.25 %) 00%) | 0(0%) | 0(0%)

KLINICKA VYKONNOST

Studie shody s testem PathVysion: VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
na pristroji BenchMark ULTRA ve srovnani se soupravou Abbott/Vysis PathVysion
HER-2 DNA Probe Kit

K vyhodnoceni shody testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail se
srovnavanym prostfedkem, soupravou Abbott/Vysis PathVysion HER-2 FISH Kit, byla pifi
stanoveni stavu genu HER2 u invazivniho karcinomu prsu provedena na nékolika
pracovistich studie shody. Na testovani testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail se podilely tfi centralni laboratofe. Bylo poskytnuto Sest set tficet Sest pfipadu
lidského invazivniho karcinomu prsu ze tfi klinickych naborovych pracovist pro potencialni
zafazeni do studie na zakladé exprese proteinu HER2, dfive zji§téné metodou IHC.
Garant studie dodal 133 pfipadd. Centralnim laboratofim provadéjicim test VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail a test PathVysion HER-2 FISH byl zaslepen stav IHC
a puvodni identifikator pfipadu, aby nedoslo ke zkresleni ve vyhodnocovani vzorkd. Jedna
centralni laboratof provedla IHC barveni na vSech vzorcich pomoci protilatky PATHWAY
anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (protilatka PATHWAY anti-
HER?2 (4B5)) pro dalSi analyzy. Vysledky testu barveni FISH a VENTANA HER2 Dual ISH
DNA Probe Cocktail byly vycisleny pocitanim nejméné 20 jader pro kazdy vzorek.
Vysledky byly hlaseny jako: Pomér HER2/Chr 17 = 2.0 jako amplifikovano; HER2/Chr 17
< 2.0 jako neamplifikovano. Ze 678 pfipad(, které byly barveny s pouzitim testi FISH

i VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, bylo 605 vzorku vygislitelnych z obou
testu, a proto byly zafazeny do analyzy miry shody.

Primarni vysledky

Primérni analyza porovnévala poméry pozitivni a negativni procentuélni shody k
posouzeni shody mezi testy VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail a PathVysion
HER-2 FISH u karcinomu prsu. Data pro amplifikovana a neamplifikovana klinicka
posouzeni pro kazdy test, sdruzujici data ze vSech pracovist, jsou prezentovana v tabulce
2 x 2 niZe spole¢né s mirami pozitivni a negativni procentuélni shody, kde test PathVysion
HER-2 FISH je referencnim testem. Kritéria pfijatelnosti k demonstrovani ekvivalentniho
fungovani téchto dvou testovacich metod pfi pouZiti pfistroje BenchMark ULTRA
vyzadovala oboustranny 95 % interval spolehlivosti hodnoceni s dolni hranici 85 % nebo
vy38i u sdruZenych dat ze v3ech tfi pracovit. Tato kritéria pfijatelnosti byla spinéna

(Tab. 7). Navic byly poméry pozitivni a negativni shody na jednotlivych pracovistich
viechny vétsi nez 85 % (Tab. 8).

Tab.7.  Shoda mezi testem VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail a soupravou
Abbott/Vysis PathVysion HER-2 DNA Probe Kit v kohorté vzorkd lidského karcinomu prsu.

Tab. 8.

Shmuti negativni, pozitivni a celkové miry shody pro VENTANA HER2 Dual

ISH DNA Probe Cocktail a Abbott/Vysis PathVysion HER-2 DNA Probe Kit na vzorcich
lidského karcinomu prsu, prezentované pro jednotlivé centra.

VENTANA HER2

Dual ISH DNA

Probe Cocktail

versus Pozitivni Negativni Celkova
PathVysion procentualni procentualni procentualni
HER-2 FISH shoda shoda shoda
Pracovi$té A: n/N 92/100 (92.0 %) | 92/93 (98.9 %) 184/193 (95.3 %)
(%) (95 % CI) (85.0,95.9) (94.2,99.8) (914,97.5)
Pracovisté B: n/N 93/103 (90.3 %) | 108/119(90.8 %) 201/222 (90.5 %)
(%) (95 % Cl) (83.0,94.6) (84.2,94.8) (86.0,93.7)
Pracovité C: niN 85/99 (85.9 %) 91/91 (100.0 %) 176/190 (92.6 %)
(%) (95 % CI) (77.7,91.4) (95.9, 100.0) (88.0, 95.6)

Vysledek testu PathVysion HER-2 FISH
Vysledek testu VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail Amplifikovano | Neamplifikovano | Celkem
Amplifikovano 270 12 282
Neamplifikovano 32 291 323
Celkem 302 303 605
niN % (95 % Cl skore)
Pozitivni procentuélni shoda 270/302 89.4 (854, 92.4)
Negativni procentudini shoda | 291/303 96.0 (93.2,97.7)
2025-02-09 7117
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Tato data naznacuji skvélou shodu mezi testem VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail a soupravou PathVysion HER-2 FISH Kit pfi stanovovani stavu genu HER2 ve
vzorcich lidského karcinomu prsu.

Sekundarni vysledky

Celkova procentualni shoda mezi VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
a PathVysion HER-2 FISH Kit a jeji oboustranny 95 % CI hodnoceni, sdruzujici data ze
vSech Klinickych pracovist, byla 92.7 % (90.4, 94.5).

Sekundarni vysledky: IHC vs. ISH pro stav HER2

Studie shody srovnavajici metody VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail

a PathVysion FISH byla navrzena tak, aby hodnotila také pfipady na zakladé jejich IHC
skore pro hladiny proteinu HER2 (IHC hodnoceni je popséno v metodickém listu protilatky
PATHWAY anti-HER2 (4B5) [P/N 14427EN]). To umoznilo sekundamni analyzu

k porovnani miry shody mezi protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5) a testem VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail a mezi protilatkou PATHWAY anti-HER2 (4B5)

a testem PathVysion FISH. V této studii se IHC hodnoceni 2+/3+ povazovalo za pozitivni
na nadmérnou expresi HER2. Udaje o shodé pro test PathVysion HER-2 FISH a protilatku
PATHWAY HER2/neu (4B5) jsou uvedeny v Tab. 9. Udaje o shodé pro test VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail a protilatku PATHWAY HER2/neu (4B5) jsou
uvedeny v Tab. 10.

Tab.9.  Srovnani IHC na pfistroji BenchMark ULTRA oproti FISH: Sdruzena data ze
vSech center.
Vysledek testu PathVysion HER-2 FISH
Amplifikovano | Neamplifikovano Celkem
Vysledky Pozitivni 277 63 340
pro (pfipady
protilatku 2+/3+)
PATHWAY Negativni 27 238 265
HER2 O+
(485) (or1+)
Celkem 304 301 605
n/N % (95 % Cl skore)
Pozitivni procentudini shoda 2771304 91.1(874,93.8)
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Tab. 10. Srovnani IHC na pfistroji BenchMark ULTRA oproti testu VENTANA HER2
Dual ISH DNA Probe Cocktail: Sdruzena data ze vSech center.

Vysledek testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA
Probe Cocktail
Amplifikovano | Neamplifikovano Celkem
Vysledky Pozitivni 248 78 326
pro (pfipady
protilatku 2+/3+)
PATHWAY 1 Negatvni | 18 253 271
HER2 it
(4B5) 1+)
Celkem 266 331 597
n/N % (95 % Cl skore)
Pozitivni procentuélni shoda | 248/266 93.2 (89.6, 95.7)

Studie shody: Test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail na pfistroji
BenchMark ULTRA oproti testu Dako HER2 IQFISH pharmDx™ Kit

Byla provedena studie shody k vyhodnoceni testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail ve srovnani se soupravou Dako HER2 IQFISH pharmDx™ Kit pro fluorescenéni
hybridizaci in situ (FISH) pfi stanoveni stavu genu HER2 u GEA. Srovnatelnost testu pro
vzorky GEA byla stanovovana porovnavanim vysledkd barveni ze dvou testli (Tab. 11).
Sto tficet Etyfi (134) vzorkd lidského GEA (mix amplifikovanych a neamplifikovanych
pfipadd) bylo obarveno s pouzitim testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail.
Stejna kohorta byla obarvena s pouzitim testu Dako HER2 IQFISH pharmDx™. Vysledky
podrobné rozvadéjici miru negativni, pozitivni a celkové shody pro 146 vzorku z této
kohorty, které byly vycisleny testem Dako HER2 IQFISH pharmDx™ i testem VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, jsou uvedeny v Tab. 11 a Tab. 12.

Tab. 11. Shoda mezi testy VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail a Dako
HER2 IQFISH pharmDx™ v kohorté vzorkd lidského GEA.

Dual ISH DNA Probe Cocktail na jednom pfistroji BenchMark ULTRA, BenchMark XT
nebo BenchMark GX. Pro analyzu dat z pfistroji BenchMark XT a GX byly vazeny pfipady
s poméry mezi 1.5 a 2.5 z hlediska jejich prevalence.

Mezilehla preciznost mezi dny byla také vyhodnocovana s pouZitim vzorkd karcinomu
prsu. Replikaty sklicek pro kazdy z 28 vzorkd byly barveny s pouzitim testu VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail na pfistrojich BenchMark IHC/ISH v 5 po sobé
nenasledujicich dnech. Pro analyzu dat z pfistrojt BenchMark XT a BenchMark GX byly
vazeny pfipady s poméry mezi 1.5 a 2.5 z hlediska jejich prevalence.

Opakovatelnost v ramci cyklu byla stanovena jako primérna pozitivni shoda (APA),
primérna negativni shoda (ANA) a celkova procentudini shoda (OPA). Mezilehla
preciznost mezi dny byla stanovena pro pozitivni procentuélni shodu (PPA), negativni
procentudlni shodu (NPA) a celkovou procentuélni shodu (OPA) pro vSechna pozorovani
vyhodnotitelné populace. Souhm vysledkd pro obé studie Ize najit v Tab. 13.

Tab. 13. Opakovatelnost v rdmci cyklu a mezilehla preciznost mezi dny u pfistroje
BenchMark IHC/ISH.

Stav amplifikace u testu

Stav amplifikace u testu
Dako HER2 IQFISH pharmDx™

VENTANA HER2 Dual

ISH DNA Probe Cocktail Amp. Neamp.
Amp. 49 8
Neamp. 5 84

Tab.12. Shmuti negativni, pozitivni a celkové miry shody pro testy VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail a Dako HER2 IQFISH pharmDx™ na vzorcich lidského GEA.

Negativni Pozitivni Celkova
Mira shody Mira shody Mira shody
Nezpraco-| Procen- |Nezpraco-| Procen- |Nezpracovana| Procen-
vana data| tudlni [vanadata| tualni data / pocet tualni
I pocet |(95%CI| /pocet | (95%ClI pfipadd (95 % ClI
pripadd | skore) | pripadi | skore) skore)
VENTANA
EEFﬁSH 913 907 91.1
DNA 84192 | (838 | 4954 | (80.1- | 1331146 | (85.4-
Probe 95.5) 96.0) 94.7)
Cocktail

ANALYTICKA VYKONNOST

Opakovatelnost a preciznost u karcinomu prsu pro pfistroj BenchMark IHC/ISH
Opakovatelnost a preciznost testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail byla
vyhodnocovana na pfistrojich BenchMark IHC/ISH v kombinaci s detekéni soupravou
VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit.
Opakovatelnost v ramci cyklu byla vyhodnocovéna s pouzitim 28 vzorkd karcinomu prsu.
Dva replikaty sklicka pro kazdy ze vzork( byly barveny s pouzitim testu VENTANA HER2
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Opakovatel- S shoda
Platforma nost/ KI;'::Iky
PR Typ | niN % 95% Cl
Ampliiko- | apa | 1941194 | 100 | (981, 100)
vano
Opakovatel-
ULTRA | nostv ramci Neamplifi-
oyklu KovAno ANA | 186/186 | 100 (98.0, 100)
Celkem OPA | 190/190 | 100 (98.0, 100)
Cg:]‘[’)“f'k"' PPA | 1391139 | 100 | (97.3,100)
Mezilehla
ULTRA prec_lznost Nea’mplm- NPA | 1351135 | 100 (97.2,100)
mezi dny kovéno
Celkem OPA | 274/274 | 100 (98.6, 100)
Amplifiko- 128.8/
vano APA 1288 100 (97.1,100)
Opakovatel- =
L Neamplifi- 151.2/
XT nost v ramci Kovano ANA 1512 100 (97.5, 100)
cyklu
140.0/
Celkem OPA 1400 100 (97.3,100)
Amplifiko- 128.8/
vano PPA 1288 100 (97.1,100)
Mezilehla =
. Neamplifi- 151.2/
XT prec_lznost Kovano NPA 1512 100 (97.5, 100)
mezi dny
280.0/
Celkem OPA 280.0 100 (98.6, 100)
Amplifiko- 128.8/
vano APA 1288 100 (97.1,100)
Opakovatel- =
6X | nostvramei | Neamplfi- | ana | 1512140 | (975, 100)
kovano 151.2
cyklu
140.0/
Celkem OPA 1400 100 (97.3,100)
Amplifiko- 128.8/
Vano PPA 1288 100 (97.1,100)
Mezilehla =
GX | preciznost | NeamPlfi- | npa | 151271 400 | (975, 100)
; kovano 151.2
mezi dny
280.0/
Celkem OPA 280.0 100 (98.6, 100)

Poznamka: 95 % Cl byly vypogitany s pouZitim metody percentilovy bootstrap;
v pipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouZita metoda Wilsonova skére. Do
studie byly zahmuty Etyfi pfipady s poméry ISH mezi 1.5 a 2.5 véetné.
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Mezilehla preciznost mezi pfistroji u karcinomu prsu

Mezilehla preciznost mezi pfistroji BenchMark IHC/ISH pro test VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail byla stanovena barvenim replikatd sklicek 28 vzorki karcinomu
prsu na 3 pfistrojich BenchMark IHC/ISH s koktejlem VENTANA HER2 Dual ISH DNA
Probe Cocktail s pouzitim detekéni soupravy VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit

a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit. Mezilehla preciznost mezi pfistroji byla
stanovena s PPA, NPA a OPA pro vSechna pozorovani vyhodnotitelné populace. Pfipady
s poméry mezi 1.5 a 2.5 byly vazeny podle jejich prevalence (pfistroje BenchMark XT /
BenchMark GX). Souhrn vysledku z této studie Ize najit v Tab. 14.

Tab.14. Mezilehla preciznost mezi pfistroji BenchMark IHC/ISH.

inicky shoda
Platforma| Preciznost Khs'::lky
Typ n/N % 95 % CI
fm‘?"ﬁ' PPA | s4igs | 100 | (9556,100)
. ovano
Mezilehla
ULTRA | preciznost Neampli-
mezi pfistroji | fikovano NPA 8a4/4 100 (95.6,100)
Celkem OPA 168/168 | 100 | (97.8,100)
Amplifi- 7731
Kovano PPA 773 100 | (95.3,100)
Mezilehla '
XT | preciznost | AATPF | wpa | 907 | 00 | (959,100)
mezi pfistroji .
Celkem OPA 1228/ 100 | (97.8,100)
Amplifi- 76.2/
Kovano PPA 762 100 | (95.2,100)
Mezilehla '
GX | preciznost | RETPE | e 3077 | 00 | (959,100)
mezi pfistroji .
Celkem OPA 1223/ 100 | (97.8,100)

Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoc€itany s pouzitim metody
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouZita
metoda Wilsonova skére. Do studie byly zahmuty &tyfi pfipady s poméry ISH mezi
1.5a2.5 véetné.

Preciznost v ramci hodnotitele a mezi hodnotiteli u karcinomu prsu

Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli u pfistroje BenchMark IHC/ISH pro
test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail byla stanovena tak, Ze tfi hodnotitelé
vyhodnocovali 60 vzorki karcinomu prsu obarvenych pomoci testu VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail s pouzitim detekéni soupravy VENTANA Silver ISH DNP
Detection Kit a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit na pfistroji BenchMark ULTRA. Pro
vyhodnoceni preciznosti u jednoho hodnotitele byla stejn sada skli¢ek odecitana dvakrat,
pficemz mezi odecty uplynuly minimalné dva tydny. Preciznost u jednoho hodnotitele a
mezi hodnotiteli byla stanovena s APA, ANA a OPA pro vSechna pozorovani z
vyhodnotitelné populace. Souhm vysledki z této studie Ize najit v Tab. 15.

Tab. 15. Pristroj BenchMark ULTRA - preciznost u jednoho hodnotitele a mezi
hodnotiteli.

inicky shoda
Preciznost LAl
stav
Typ n/N % 95 % Cl
Amplifiko- 1 \p 178/181 | 983 (96.3, 100)
vano
U jednoho Neamoli-
hodnotitele f P ANA 174177 | 98.3 (96.1, 100)
ikovano
Celkem OPA 176/179 | 98.3 (96.1, 100)
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Frefreled shoda
Preciznost Az
stav
Typ niN % 95 % Cl
Ampliiko- | app | 35062 | 967 | (932,994)
vano
Mezi hodnotiteli N i
Neampi- 1 ANA 3421354 | 96.6 (92.8,99.4)
fikovano
Celkem | OPA 346/358 | 96.6 (92.8,99.4)

Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocteny pomoci metody
percentilovy bootstrap. Do studie bylo zahmuto Sest pfipad(i s poméry ISH mezi 1.5
a 2.5 véetné.

Mezilehla preciznost mezi platformami u karcinomu prsu

Preciznost mezi platformami na pfistrojich BenchMark IHC/ISH pro test VENTANA HER2
Dual ISH DNA Probe Cocktail byla stanovena hodnocenim 28 vzork( karcinomu prsu
barvenych pomoci VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail s pouzitim detekéni
soupravy VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit
na pfistrojich BenchMark IHC/ISH. Preciznost mezi platformami byla stanovena u PPA,
NPA a OPA pro vSechna pozorovani vyhodnotitelné populace. Pfipady s poméry mezi 1.5
a 2.5 byly vazeny podle jejich prevalence. Souhrn vysledki z této studie Ize najit

v Tab. 16.

Tab. 16. Pristroj BenchMark IHC/ISH - preciznost mezi platformami.

inickV shoda
Preciznost dinichy
stav
Typ n/N % 95 % Cl
Amplifiko- 230.8/
VANo PPA 230.8 100 (98.4,100)
Preciznost mezi | Neampli- 271.0/
platformami fikovano NPA 272.2 996 (98.3,100)
501.8/
Celkem OPA 502.9 99.8 (99.2, 100)

Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocitany s pouzitim metody
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouZita
metoda Wilsonova skére. Do studie byly zahmuty étyfi pfipady s poméry ISH mezi
1.5a2.5 véetné.

Pristroj BenchMark IHC/ISH: opakovatelnost a preciznost u adenokarcinomu
zaludku

Opakovatelnost a preciznost testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail byla
vyhodnocovana na pfistrojich BenchMark IHC/ISH v kombinaci s detekéni soupravou
VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit.

Opakovatelnost v ramci cyklu byla vyhodnocena s pouzitim ¢trnacti vzork
adenokarcinomu Zaludku. Dva replikaty sklicka pro kazdy ze vzork( adenokarcinomu
Zaludku byla barvena s pouzitim VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail na
jednom pistroji BenchMark IHC/ISH. Pripady s poméry mezi 1.5 a 2.5 byly vazeny podle
jejich prevalence.

Mezilehla preciznost mezi dny byla také vyhodnocovana s pouzitim vzorkd
adenokarcinomu Zaludku. Replikaty sklicka pro kazdy ze ¢trnacti vzorkd byly barveny s
pouzitim testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail na pfistrojich BenchMark
IHC/ISH v 5 po sobé nenasledujicich dnech. Pfipady s poméry mezi 1.5 a 2.5 byly vézeny
podle jejich prevalence.

Opakovatelnost v ramei cyklu byla stanovena jako primérma pozitivni shoda (APA),
primérma negativni shoda (ANA) a celkova procentudini shoda (OPA). Mezilehla
preciznost mezi dny byla stanovena pro pozitivni procentuélni shodu (PPA), negativni
procentudlni shodu (NPA) a celkovou procentuélni shodu (OPA) pro vSechna pozorovani
vyhodnotitelné populace. Souhm vysledkl pro obé studie Ize najit v Tab. 17.
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Tab. 17. Pristroj BenchMark IHC/ISH: opakovatelnost v ramci cyklu a mezilehla
preciznost mezi dny.

Opakovatel- PR shoda
Platforma nost/ Khsr:::’ky
A Typ | niN % | 95%Cl
Amplifiko- 70.0/
VaNo APA 700 100 (94.8, 100)
Opakovatel- "
ULTRA | nostvramei | Neamplifi- | ana [ 7000450 | (048, 100)
kovano 70.0
cyklu
70.0/
Celkem OPA 700 100 (94.8,100)
Amplifiko- 70.0/
VaNo PPA 700 100 (94.8, 100)
Mezilehla -
ULTRA | preciznost | Neamplifi- | ypp [ 7000 f 450 | (048, 100)
; kovéno 70.0
mezi dny
140.0/
Celkem OPA 1400 100 (97.3,100)
Amplifiko- 70.0/
vano APA 700 100 (94.8, 100)
Opakovatel- -
XT | nostvramei | Neamlifi- | ana | 7000140 | (4.8, 100)
kovéno 70.0
cyklu
70.0/
Celkem OPA 700 100 (94.8,100)
Amplifiko- 70.0/
vano PPA 700 100 (94.8, 100)
Mezilehla -
XT | preciznost | Neamlifi- | ypa | 70001 4o | (94.8,100)
; kovéno 70.0
mezi dny
140.0/
Celkem OPA 1400 100 (97.3,100)
Amplifiko- 64.6/
vano APA 651 99.1 | (95.9,100)
Opakovatel- "
eX | nostvramci | Neamlifi- | ana | 7000195 | (952, 100)
kovéno 70.6
cyklu
67.3/
Celkem OPA 679 99.2 | (96.9,100)
Amplifiko- 67.3/
vano PPA 679 99.2 | (96.5,100)
Mezilehla -
GX | preciznost | Neamplifi- | ypa | 70001 4o | (4.8, 100)
; kovéno 70.0
mezi dny
137.3/
Celkem OPA 1379 996 | (98.5,100)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypogitany s pouZitim metody
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouZita metoda
Wilsonova skére. Do studie byly zahrnuty dva pfipady s poméry ISH mezi 1.5a 2.5
véetné.

Mezilehla preciznost mezi pfistroji u adenokarcinomu zaludku

Mezilehla preciznost mezi pfistroji BenchMark IHC/ISH pro test VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail byla stanovena barvenim replikatd sklicek étrnacti vzorkl
adenokarcinomu Zaludku na 3 pfistrojich BenchMark IHC/ISH s VENTANA HER2 Dual
ISH DNA Probe Cocktail s pouzitim detekéni soupravy VENTANA Silver ISH DNP
Detection Kit a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit. Mezilehla preciznost mezi pfistroji
byla stanovena s PPA, NPA a OPA pro vSechna pozorovani vyhodnotitelné populace.
Pripady s poméry mezi 1.5 a 2.5 byly vaZzeny podle jejich prevalence. Souhm vysledk(
z této studie Ize najit v Tab. 18.
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Tab. 18. Mezilehla preciznost mezi pfistroji BenchMark IHC/ISH.

Al shoda
Platforma| Preciznost Klg:'aflky
Typ n/N % 95 % Cl
Amplifi- 42.0/
KovAno PPA 420 100 (91.6, 100)
Mezilehla .
ULTRA | preciznost | n2TPF | npa | 2200|100 | (916, 100)
mezi pfistroji .
Celem [ opa | 500|100 | (956, 100)
Amplifi- 404/
KovAno PPA 40.9 98.6 | (94.1,100)
Mezilehla .
. Neampli- 40.9/
XT ?r:zzilzpnf?ssttroji fikovano NPA 409 100 (91.4,100)
81.3/
Celkem OPA 819 99.3 | (97.5,100)
Amplifi- 40.9/
oo | PPA | 40 100 | (914,100)
Mezilehla ;
. Neampli- 42.0/
GX ?r:zzilzpnf?ssttroji fikovano NPA 420 100 (91.6, 100)
Celkem | OPA ggg/ 100 | (956,100)

Poznamka: 95% intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypogitany s pouZitim metody
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouzita
metoda Wilsonova skére. Do studie byly zahmuty dva pfipady s poméry ISH mezi
1.5a2.5 véetné.

Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli u adenokarcinomu zaludku

Preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnoatiteli u pfistroje BenchMark IHC/ISH pro
test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail byla stanovovana tak, Ze tfi
hodnotitelé vyhodnocovali 28 vzorkid adenokarcinomu zaludku obarvenych VENTANA
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail s pouzitim detekéni soupravy VENTANA Silver ISH
DNP Detection Kit a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit na pfistroji BenchMark
ULTRA. VSechna skli¢ka byla randomizovana a zamaskovana na diagnézu pfipadu. Pro
vyhodnoceni preciznosti u jednoho hodnotitele byla stejna sada sklicek odecitana dvakrét,
pficemz mezi odeCty uplynuly minimalné dva tydny. Preciznost u jednoho hodnotitele a
mezi hodnotiteli byla stanovena u APA, ANA a OPA pro vSechna pozorovani z
vyhodnotitelné populace. Souhm vysledki z této studie Ize najit v Tab. 19.

Tab.19. Pristroj BenchMark ULTRA - preciznost u jednoho hodnotitele a mezi hodnotiteli.

. Klinicky shoda
Preciznost SE
Typ niN % 95 % Cl
Amplif- | yo 80/84 952 (90.5, 100)
kovano
Mezi Neamplif 80/84 952 (90.5, 100)
hodnotiteli MO ANA : =
kovano
Celkem | OPA 80/84 952 (90.5, 100)
Amplif | \o 82/84 976 (95.2, 100)
kovano
U jednoho Neamplif- 8284 | 976 (95.2, 100)
hodnotitele . ANA ’ -
kovano
Celkem | OPA 82/84 976 (95.2, 100)

Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (C) byly vypocteny pomoci metody
percentilovy bootstrap. Do studie byly zahrnuty dva pfipady s poméry ISH mezi 1.5
a 2.5 véetné.

1018383CS Rev C



VENTANA

Preciznost mezi platformami u adenokarcinomu zaludku Vysledky studie jsou shrnuty v Tab. 22 a Tab. 23. Data byla analyzovana na PPA a NPA u
Preciznost mezi platformami na pfistrojich BenchMark IHC/ISH pro test VENTANA HER2 ~ v8ech pozorovani. Pro kazdy pfipad byla vSechna vyhodnofiteina pozorovani o
Dual ISH DNA Probe Cocktail byla stanovena hodnocenim &tmécti vzork( (amplifikovano oproti neamplifikovano) porovnavana proti modainimu vysledku pro kazdy
adenokarcinomu Zaludku barvenych pomoci VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe pripad. Pfipady s poméry mezi 1.5 a 2.5 byly vazeny podle jejich prevalence. Tato
Cocktail s pouzitim detekéni soupravy VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit a srovnani byla sdruzena pro vSechna pracovisté a vSechny dny a pak byly vysledky

VENTANA Red ISH DIG Detection Kit na pristrojich BenchMark IHC/ISH. Preciznost mezi ~ shromazdény pro vSechny pfipady.
platformami byla stanovena u PPA, NPA a OPA pro vSechna pozorovani vyhodnotitelné Tab. 22. ILR: Miry shody na pfistroji BenchMark ULTRA pro karcinom prsu.

populace. Pfipady s poméry mezi 1.5 a 2.5 byly vazeny podle jejich prevalence. Souhm
vysledku z této studie Ize najit v Tab. 20. Reprodukovatelnost Shoda
Tab. 20. Pristroj BenchMark IHC/ISH: preciznost mezi platformami. mezi laboratofemi
Typ n/N % 95 % CI
inicky shoda
Prociznost | 'uinicky PPA | 208.92089 | 100 (982, 100.0)
stav Mezi pracovisti
Typ nIN % 95 % ClI s NPA 198.1/200.3 98.9 (96.8, 100.0)
(3 pracovisté)
Amplif- 123.3/12 OPA | 407.01409.3 | 995 (98.4,100.0)
KoVAno PPA 39 99.5 (98.1, 100)
rPnrgzci.znost Eff;,:gﬁﬁ' - 1 P 949 72 | oo 70,10 - PPA 72/74 973 (:ij 1222)
platformami - viste A NPA 63/63 100 (94.3,100.0)
Celkem | oPA 5488-2/24 99.8 (9.2, 100) OPA | 135137 985 (95.6, 100.0)
] ) . s oot Mezi dny PPA 70170 100 (94.8,100.0)
Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocitany s pouzitim metody (5 na sebe Praco-
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouzita metoda nenavazuji- | vists B NPA 63/64 984 (95.8, 100.0)
Wilsonova skére. Do studie byly zahrnuty dva pfipady s poméry ISH mezi 1.5a 2.5 . N
véetné. i Y Gva pripacy's pomery cich dna) OPA 133/134 99.3 (97.8,100.0)
PPA 70170 100 (94.8,100.0)
Preciznost mezi Sarzemi u karcinomu prsu E[ago- NPA 69/69 100 (94.7,100.0)
Preciznost od $arze k $arZi byla stanovovana testovanim 3 vyrobnich $arzi VENTANA viste C
HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit a OPA 139/139 100 (97.3,100.0)
VENTANA Red ISH DIG Detection Kit na pfistrojich BenchMark ULTRA. Dvacet osm - " e ” —
pFipadi karcinomu prsu bylo barveno s kazdou sondou a detekéni soupravou. Souhmn Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (CI) byly vypocitany s pouzitim metody
vysledk(i pro preciznost mezi $arzemi pro test je uveden v Tab. 21. percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouzita metoda
Tab.21. Preciznost mezi Sarzemi. x\éitlestggova skore. Do studie byly zahrnuty ¢tyfi pfipady s poméry ISH mezi 1.5a2.5
. Klinicky shoda Tab. 23. ILR: Miry shody na pfistroji BenchMark ULTRA pro adenokarcinom zaludku.
Preciznost BT
Typ niN % 95%Cl Reprodukovatelnost Shoda
Amplifi- mezi laboratoremi
Kovno PPA 1211121 100 (96.9, 100) Typ n/N % 95 % CI
Mezi Neampli- PPA | 20682068 | 100 (98.2, 100.0)
Sarzemi . NPA 123/123 100 (97.0, 100) ; i
fikovano ?ge:r'apcrjvcl‘s’l’st' NPA | 208412089 | 997 (99.2,100.0)
Celkem OPA 244244 100 (98.5, 100) OPA 415.1/415.7 99.9 (99.6, 100.0)
Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocitany s pouzitim metody
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouzita metoda PPA 7orro 100 (84.8,1000)
Wilsonova skére. Do studie byly zahmuty ¢tyfi pfipady s poméry ISH mezi 1.5a2.5 E[ago- NPA 69/70 98.6 (96.0,100.0)
vietns. visté A
. . . . o OPA 139/140 99.3 (97.9, 100.0)
Studie reprodukovatelnosti testu mezi laboratofemi na pfistroji BenchMark ULTRA
u karcinomu prsu a adenokarcinomu Zaludku Mezi dny PPA 67/67 100 (94.6, 100.0)
Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi (ILR) pro vyhodnoceni (5 na sebe Praco- 94.7 100.0
reprodukovatelnosti testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail pro stanoveni nenavazuji- | visté B NPA 69/69 100 (94.7,1000)
stavu genu HER2 ve tkani karcinomu prsu a adenokarcinomu zaludku, barvené na pfistroji | cich dnt) OPA 136/136 100 (97.3,100.0)
BenchMark ULTRA, v kombinaci s detekénimi soupravami VENTANA Silver ISH DNP
Detection Kita VENTANA Red ISH DIG Detection Kit. PPA | 70/70 100 (94.8,100.0)
Bylo pouzito dvacet osm vzork(i tkané karcinomu prsu a adenokarcinomu zaludku FFPE Praco- [*\p 70/70 100 (94.8,100.0)
a piiblizné polovina téchto piipadu byla amplifikovana pro stav exprese HER2 a polovina viste C
nebyla amplifikovéna pro stav HER2. OPA 140/140 100 (97.3,100.0)

Z kazdého vzorku bylo pofizeno nékolik fezl tkané a poskytnuto 3 extemnim pracovistim
provadéjicim studii. Kazdé centrum obarvilo 28 pfipad tkéné prsu a 28 pfipadu tkané
Zaludku, vzdy v 5 po sobé nenasledujicich dnech, v pribéhu minimainé 20 dnd. Po
barveni na pfistroji BenchMark ULTRA vyhodnocoval hodnotitel kazdé sklicko pro
pifazeni stavu genu HER2.

Poznamka: 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypoCitany s pouzitim metody
percentilovy bootstrap; v pfipadech, kdy byl odhad bodu 100 %, byla pouZita metoda
Wilsonova skére. Do studie byly zahrnuty ¢tyfi pfipady s poméry ISH mezi 1.5 a 2.5
veetné.
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Fungovani testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail na pristroji
BenchMark ULTRA PLUS

Shoda mezi pfistroji BenchMark ULTRA PLUS a BenchMark ULTRA pro karcinom
prsu

Tfi laboratorfe z riiznych instituci ve Spojenych statech americkych se zicastnily studie
shody mezi pfistrojem BenchMark ULTRA PLUS a pfistrojem BenchMark ULTRA.

K dispozici bylo 193 unikatnich pfipadd invazivniho karcinomu prsu FFPE, které
reprezentovaly rozsah barveni testu VENTANA HER2 Dual ISH Cocktalil, s pfiblizné
stejnym rozdélenim mezi pfipady s amplifikaci HER2 a bez amplifikace HER2. Sklicka

s tkanémi ze vSech pfipadl byla obarvena pomoci H&E a koktejlu VENTANA HER2 Dual
ISH Cocktail od spole¢nosti Roche na pfistroji BenchMark ULTRA za pouziti
doporuéeného barviciho protokolu. Neobarvena sklicka s tkanémi ze vSech pfipadd byla
nahodné a rovnomérné rozdélena (64—65 pfipadli na jedno pracovisté) napfi¢ pracovisti
provadéjicimi studii pro barveni na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS s pouzitim
doporuceného barviciho protokolu pro test VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail.
Patologové, ktefi neznali stav pfipadu, vyhodnotili sklicka obarvena na jednom pfistroji
BenchMark IHC/ISH a stanovili stav genu HER2. Po dvoutydennim obdobi patologové
vyhodnotili sklicka obarvena na druhém pristroji BenchMark IHC/ISH. Stav genu HERZ byl
stanoven pomoci poméru signalt genu HER2 k signalim chromozomu 17 (Chr17) (tj.
poméru HER2 : Chr17) v jadrech nadorovych bunék. Pokud byl tento pomér 2.0 nebo
vys8i, byl pfipad povazovan za pfipad s amplifikaci HER2; pokud byl niz$i nez 2.0, byl
povazovan za piipad bez amplifikace HER2. Vysledky byly analyzovany spole¢nosti
Roche. Miry OPA, PPA a NPA byly 97.1 % (535/551), 97.3 % (248/255), respektive
97.0 % (287/296). Vysledky jsou shrnuty v Tab. 24.

Tab. 24. Souhrnna shoda stavu genu HER2 u pfipadu karcinomu prsu obarvenych
koktejlem VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS vs.
BenchMark ULTRA

byla sdruzena pro vSechna pracovisté a vSechny dny a pak byly vysledky shroméazdény
pro viechny pfipady.

Tab. 25. ILR: Miry shody s modalnim stavem na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS pro
karcinom prsu.
Reprodukovatelnost mezi Shoda
laboratofemi
Typ n/N % 95 % Cl
Celkova PPA 372/381 97.6 (95.3,100.0)
NPA 421/440 95.7 (91.1,99.3)
OPA 793/821 96.6 (94.3,98.5)
Mezi pracovisti PPA 380/389 97.7 (95.3,100.0)
(3 pracovisté) NPA | 421432 | 975 | (953,99.3)
OPA 801/821 97.6 (96.3,98.7)
Mezi hodnotiteli PPA 383/389 98.5 (97.1,99.5)
NPA 424/432 98.1 (97.1,99.0)
OPA 807/821 98.3 (97.5,99.0)

Poznamka: Oboustranné 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocteny pomoci
metody percentilovy bootstrap.

. Stav genu HER2 stanoveny na
Stav genu HER? stanoveny pfistroji BenchMark ULTRA
na pfistroji BenchMark Tab. 26. ILR: Miry parové shody na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS pro karcinom
ULTRA PLUS Amplifikovano | Neamplifikovano | Celkem prsu

Amplifikovano 248 9 257 Reprodukovatelnost Shoda

Neamplifikovano 7 287 294 mezi laboratoremi S N % 95% Cl

Celkem 295 296 il Mezi pracovigti APA 72047652 | 94.1 (91.1,96.9)

niN % (95 % CI) (3 pracovisté)
ANA 7968/8416 94.7 (91.5,97.4)

PPA 248255 97.3(95.0,99.2)

NPA 2871296 97.0 (948, 99.0) OPA 7586/8034 944 (91.5,97.1)

OPA 535/551 971 (95.5Y 986) Mezi hodnotiteli APA 370/390 94.9 (92.5, 971)

Poznamka: Oboustranné 95 % intervaly spolehlivosti Cl byly vypoteny pomoci ANA 408/428 95.3 (92.7,97.5)

metody percentilovy bootstrap s vybérem 2000 replikatd se stratifikaci na

4 diagnostické intervaly skore pouZité pfi vybéru pipadi [amplifiované (ne hraniéni), OPA 389/409 95.1 (92.7,97.3)

neamplifikované (ne hraniéni), hrani¢ni amplifikované, hrani¢ni neamplifikované] Mezi dny APA 147211519 96.9 (95.5,98.2)

(5 na sebe

Studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS | nenavazujicich dn) ANA 1642/1689 97.2 (95.8,98.5)
u karcinomu prsu OPA 1557/1604 | 97.1 (95.7,98.3)
Byla provedena studie reprodukovatelnosti mezi laboratofemi (ILR) pro vyhodnoceni

reprodukovatelnosti testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail pro stanoveni
stavu genu HER2 ve tkani karcinomu prsu, barvené na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS,
v kombinaci s detekénimi soupravami VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit

a VENTANA Red ISH DIG Detection Kit.

Dvacet osm unikatnich pfipad invazivniho karcinomu prsu FFPE, které reprezentovaly
rozsah barveni testu VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail, bylo pouZzito s pfiblizné stejnym
rozdélenim mezi pfipady s amplifikaci HER2 a bez amplifikace HERZ.

Z kazdého vzorku bylo pofizeno nékolik fezl tkané a poskytnuto 3 extemnim pracovistim
provadéjicim studii. VSech 28 pfipadu bylo na kazdém pracovisti obarveno na pfistroji
BenchMark ULTRA PLUS v 5 na sebe nenavazujicich dnech béhem minimainé
20denniho obdobi. Hodnotitelé sklicka vyhodnotili a stanovili stav genu HER2.

Vysledky jsou shrnuty v Tab. 25 a Tab. 26. Data ze v8ech pozorovani byla analyzovana

z hlediska PPA, NPA a OPA - viz Tab. 25 — a z hlediska APA, ANA, OPA - viz Tab. 26.
Pro kazdy pfipad byla vSechna vyhodnotitelna pozorovani (amplifikovano oproti
neamplifikovano) porovnavéna proti modalnimu vysledku pro kazdy pfipad. Tato srovnani
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Poznamka: Oboustranné 95 % intervaly spolehlivosti (Cl) byly vypocteny pomoci
metody percentilovy bootstrap.

Shoda mezi pistroji BenchMark ULTRA PLUS a BenchMark ULTRA pro karcinom
zaludku

K dispozici bylo 109 unikatnich pfipadu invazivniho karcinomu Zaludku FFPE, které
reprezentovaly rozsah barveni testu VENTANA HER2 Dual ISH Cocktall, s pfiblizné
stejnym rozdélenim mezi pfipady s amplifikaci HER2 a bez amplifikace HER2. Sklicka

s tkdnémi byla obarvena na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS a pfistroji BenchMark
ULTRA pomoci doporuéeného barviciho protokolu. Obarvena sklicka vyhodnotil patolog.
Celkova procentuélni shoda pro barveni s testem VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail na
zakladé stavu genu HER? (s amplifikaci HERZ2, bez amplifikace HER?2) byla 92.4 %.
Oboustranné 95 % intervaly spolehlivosti (Cl), 84.4 %-96.5 %, byly vypo€itany metodou
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Wilsonova skére. Mira pfijatelnosti pozadi a morfologie pro vdechny pfipady byla
u pfistroje BenchMark ULTRA PLUS 100 %.

Studie preciznosti pro pristroj BenchMark ULTRA PLUS u karcinomu zaludku

Na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS bylo testovano dvanact pfipadl tkané karcinomu
Zaludku, které reprezentovaly rozsah barveni u testu VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail.
Pripady mély pfiblizné stejné rozdéleni stavu genu HER2 s amplifikaci HER2 a bez
amplifikace HER2. Obarvena sklicka vyhodnotil patolog. VSechny miry shody byly
vypocteny s pouZitim oboustrannych 95 % intervald spolehlivosti pomoci metody
percentilovy bootstrap.

Pro stanoveni opakovatelnosti v rdmci cyklu bylo na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS
obarveno pét sklicek pro kazdy pfipad. Celkova procentualni shoda pro barveni s testem
VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail na zakladé stavu genu HER2 (s amplifikaci HER?2,
bez amplifikace HER?2) byla 91.7 % (95 % CI: 81.7, 100.0).

Pro stanoveni mezilehlé preciznosti mezi dny byla na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS
obarvena v péti barvicich cyklech provadénych v obdobi péti na sebe nenavazujicich dni
dvé sklicka pro kazdy pfipad. Celkova procentudlni shoda pro barveni s testem VENTANA
HER?2 Dual ISH Cocktail na zakladé stavu genu HER?2 (s amplifikaci HER2, bez
amplifikace HER2) byla 90.8 % (95 % Cl: 80.8, 100.0)

Pro stanoveni mezilehlé preciznosti mezi pfistroji byla pro kazdy pfipad obarvena dvé
sklicka na kazdém ze tfi pfistroji BenchMark ULTRA PLUS. Celkova procentuéini shoda
pro barveni s testem VENTANA HER2 Dual ISH Cocktail na zakladé stavu genu HER2
(s amplifikaci HER2, bez amplifikace HER2) byla 92.6 % (95 % Cl: 84.5, 100.0).

Senzitivita a specificita

Analyticka specificita (U¢innost hybridizace) testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail byla stanovena barvenim normélnich lidskych rozprostfenych metafazi na pfistroji
BenchMark ULTRA. Ze 100 analyzovanych rozprostfenych metafazi vykazovalo 100 %
specifickou kolokalizaci sond HER2 i Chromosome 17.

Analyticka senzitivita méfi schopnost sondy detekovat specificky cil, zatimco specificita je
schopnost rozlisit cil od jinych sekvenci ve vzorku. Test ma kontrolu analytické senzitivity
a specificity zabudovanou do kazdé lidské tkané. Normalni lidské burky (véetné:
stromalnich fibroblastd, endotelidlnich bunék, lymfocytl a nenadorovych epitelialnich
bunék prsu) by mély obsahovat 1-2 kopie HER2 a Chr17. Proto 1-2 kopie pro HER2

a Chr17 v normalnich lidskych burikach indikuji, ze sondy detekuiji svij specificky cil
(méfitko senzitivity). Jedna nebo dvé kopie pro HER2 a Chr17 v normalinich burikéach také
indikuji, Ze sonda detekuje pouze své specifické cile (méfitko specificity). Mira
vyhovujiciho vysledku napoprvé pro test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
na 40 vzorcich prsu fixovanych v ramci pravidel ASCO CAP (10 % NBF po dobu 6 az

72 hodin) byla 97.5 % (87.1-99.6) na pifistrojich BenchMark ULTRA, 100 % (91.2-100) na
pfistrojich BenchMark XT a 97.5 % (87.1-99.6) na pfistrojich BenchMark GX. Specificita
na téchto 40 vzorcich prsu bez kontroly sondy byla 100 % (91.2-100) na pfistrojich
BenchMark ULTRA.

Mira vyhovujiciho vysledku napoprvé pro test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail na 39 vzorcich zaludku fixovanych v ramci pravidel ASCO CAP (10 % NBF po
dobu 6 az 72 hodin) byla 97.4 % (86.8-99.5) na pfistrojich BenchMark ULTRA, 97.4 %
(86.8-99.5) na pristrojich BenchMark XT a 100 % (91-100) na pfistrojich BenchMark GX.
Analyticka senzitivita a specificita byly také posuzovany na zakladé barveni vice pfipadi
normalnich a neoplastickych lidskych tkani testem VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail, detekéni soupravou VENTANA Silver ISH DNP Detection Kit a VENTANA Red
ISH DIG Detection Kit. Viysledky jsou uvedeny v Tab. 27 a Tab. 28. U testu VENTANA
HER?2 Dual ISH DNA Probe Cocktail nebylo pozorovano zadné neo¢ekavané barveni na
normalnich a neoplastickych tkanich.

Tab. 27. Senzitivita/specificita testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail byla
stanovena testovanim normalnich tkani FFPE.

Pocet Pocet
pfijatelnych / pfijatelnych /
celkovych celkovych

Tkan pripadu Tkan pripadu

Nadledvinka 33 Plice 3/3

Modovy méchyi 313 Lymfaticka uzlina 313

Kostni dfen 33 Mezotel 3/3

Vajeénik 313 Slinivka 313
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Pocet Pocet
prijatelnych / prijatelnych /
celkovych celkovych
Tkan pripadu Tkan pripadt
Prs 33 Pristitné télisko 313
Mozecek 3/3 Periferni nerv 3/3
Velky mozek 313 Prostata 313
Dé&lozni hrdlo 3/3 Kostemi sval 33
Tlusté stfevo 33 Kize 313
Endometrium 3/3 Slezina 33
Jicen 313 Zaludek 313
Srdce 3/3 Varle 313
Hypofyza (podvések 313 Brzlik 313
mozkovy)
Strevo 313 Stitna zlaza 313
Ledvina 313 Lingvalni/Slinna zlaza 313
Jatra 3/3 Mandle 313

Tab. 28. Analyticka senzitivita/specificita testu VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe
Cocktail byla stanovena testovanim riznych neoplastickych tkani FFPE.

Pocet
prijatelnych /
celkovych
Patologie pripadt
Glioblastom (mozek) 313
Meningiom (mozek) 17
Oligodendrogliom (mozek) 1N
Endometrioidni karcinom (vaje¢nik) 7
Adenokarcinom (vajecnik) 7
Pankreaticky neuroendokrinni novotvar (slinivka) 7
Adenokarcinom (slinivka) 7
Seminom (varle) 1N
Embryonalini karcinom (varle) 7
Medularni karcinom (8titna Zlaza) 17
Papilarni karcinom (3titna zlaza) 17
Duktalni karcinom in situ (prs) 11
Invazivni duktalni karcinom (prs) 2/2
Lymfom z B-bunék; NOS (slezina) 17
Malobuné&ény karcinom (plice) 17
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 17
Adenokarcinom (jicen) 17
Karcinom ze skvaméznich bunék (jicen) 7
Adenokarcinom (Zaludek) 7
1018383CS Rev C
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RESENi PROBLEMU

Pocet
prijatelnych / Tab.29. Reseni problémd.
celkovych , S veft
Patologie pipadu Problém Reseni
) .. ¥ : 1. Zajistéte, aby davkovace reagencie fungovaly spravné (tzn.
Adenokarcinom (gastroezofagealni junkce) 11 E:Sgtsﬂ);g:ée nebyly ucpané nebo prazdné) a byly naplnény
Adenokarcinom (tenké stievo) T SISH zbarveni velkoobjemové roztoky. Zkontrolujte, jestli v davkovaci
reagencie v napoustéci komirce nebo menisku nejsou
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) (tenké stfevo) 1M cizorodé materialy nebo pevné ¢astecky, jako napf. viakna
) . e - nebo precipitaty. Pokud je davkova¢ zablokovan, davkovac
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) (tlusté stfevo) 11 nepouZivejte a kontakiujte své mistni servisni zastoupeni.
Adenokarcinom (flusté stfevo) 11 Jinak znovu naplrite davkovac a mifte jim nad odpadni
nadobu, odstrarite vicko trysky a zatlatte na homi stranu
Adenokarcinom (kone¢nik) 11 davkovace smérem dolli. Pokud je barveni stale jesté slabé
nebo zadné, pfejdéte k bodu 2 nize.
Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) (konecnik) n 2. Zajistéte, aby typ fixace, as a tloustka fezu byly vhodné pro
Hepatoblastom (jatra) 1M test na bazi ISH, e
3. Zajistéte pouziti SISH kompatibilnich fixaénich médii (viz
Hepatocelularni karcinom (jatra) 111 Tab. 30) pro zachovani signalu SISH. Pokud je barveni stale
jesté slabé nebo zadné, pfejdéte k bodu 4 nize.
Karcinom z jasnych bunék (ledvina) n 4. Zvjeni dasu CC1na> 16 min.
Adenokarcinom (prostata) 212 5. ZvySeni ¢asu CC2 na > 16 min. pro karcinom zaludku / GEA
nebo > 24 min. pro karcinom prsu.
Leiomyom (d&loha) n 6.  Zvy3eni Casu ISH Protease 3 na > 16 min. pro karcinom
Zaludku nebo > 20 min pro karcinom prsu, pokud je
Endometrioidni adenokarcinom (déloha) n morfologie jadra intaktni.
Karcinom z jasnych bunék (dloha) 1N Nepfitomné 1. Zajistéte, aby davkovace reagencie fungovaly spravné (tzn.
nebo slabé nebyly ucpané nebo prazdné) a byly napinény
Karcinom ze skvamoznich bunék (Cipek) 212 Zbarveni Red velkoobjemové roztoky. Pokud je barveni stéle jesté slabé
— — - ISH nebo Zadné, pfiejdéte k bodu 2 nize.
Embryonalni thabdomyosarkom (pficné pruhovany sval) n 2. Kdehydrataci obarvenych sklicek nepouzivejte alkoholové
. . e 14zné ani prodlouzené myti xylenem, protoze by doslo k
Karcinom ze skvamoznich bunék (kize) " degradaci signald Red ISH. Pokud je barven stale jedts
Karcinom z bazalnich bungk (kiize) 11 slabé nebo zadné, prejdéte k bodu 3 nize.
- — 3. Zajistéte, aby typ fixace, Cas a tloustka fezu byly vhodné pro
Neurofibrom (lumbaini) 11 test na bazi ISH.
Neuroblastom (retroperitoneum) 111 4. Zvyseni casu CC1 na > 16 min.
- - 5. ZvySeni ¢asu CC2 na > 16 min pro karcinom Zaludku nebo
Mezoteliom (peritoneum) n > 24 min pro karcinom prsu.
Lymfom z B-bunék; NOS (lymfaticka uzlina) 2/2 6.  ZvySeni ¢asu ISH Protease 3 na > 16 min. pro karcinom
! zaludku nebo > 20 min pro karcinom prsu, pokud je
HodgkinGv lymfom (lymfaticka uzlina) 313 morfologie jadra intaktni.

e Y L ifické 1. Zajistéte, aby byla pouzita pozitivné nabita sklicka a vzorky
Anaplasticky velkobunaény lymfom (lymfaticka uzlina) 11 g:zplzc}_l‘flcke byly fixovny a fezany patfiénym zpéisobemn pro testy na bzi
Leiomyosarkom (mogovy méchyi) 1" pozadi ISH.

2. Pokud je pozadi Red ISH rozliSitelné od specifického signalu
Urotelialni karcinom (mo&ovy méchyr) n Red ISH, skli¢ko vycislete, ale nespecifické signaly Red ISH
nepocitejte.
Osteosarkom (kost) " 3. Pokud pozadi Red ISH v jadre vy&isleni narusuje, opakuite
Mezoteliom (peritoneum) 1N barveni s pouZitim pfesnosti teploty promyvani 76 °C nebo
78 °C. Snizeni ¢asu proteazy nebo Upravy bunék rovnéz
Leiomyosarkom (hladky sval) 11 oslabuje Cervené pozadi.
Nespecificke 1. Zajistéte, aby byla pouZita pozitivné nabita sklicka a vzorky
SISH pozadi byly fixovany a fezéany patfiénym zplisobem pro testy na bazi
ISH.
2. Pokud je pozadi SISH rozliSitelné od specifického signalu
SISH, sklicko vyCislete, ale nepocitejte nespecifické signaly.
3. Pokud se pozadi SISH v jadfe rusi s vycislenim, opakujte
barveni s pouzitim niz8i doby oSetfeni protedzou nebo nizsi
doby Upravy bunék.
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Problém Reseni Typ (xylen, _
— PTRUTETRIY) . Fixacni média Vyrobce alkohol @R
Precipitace 1. Pokud se artefakt z precipitace rusi s vyCislenim, opakujte i) J se SISH
barveni. Pokud je pozadi SISH rozliSitelné od specifického
signalu SISH, sklicko vyCislete, ale nepoCitejte nespecifické Thermo EZ Mount Thermo Scientific Xylen Ano
signaly.
2. Zajistéte, aby byly Stitky s darovym kodem na sklicku Ultramount Dako Xylen Ano
vycentrovany a aplikovany na sklicko bez pfesahu $titku.
Stitek nezdvojujte a neaplikujte &titky s ¢arovym kodem
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V=NTANA Pfiloha A: Hodnotici formulaf pro test VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
1. ID pfipadu / ID pacienta: 2. Je tento pfipad vyéislitelny? 2a. [_] Ano - pokracujte na ¢. 3. 3. Existuje heterogenita nadoru?  3a. [_] Ano, pfeskocte ¢. 4. Pokradujte na ¢. 5.
2b. [] Ne - prreskodte &. 3. Pokracujte na ¢. 4. 3b. [[] Ne, preskocte &. 4. Pokracujte na ¢. 5.
4. Tento pfipad nelze vycislit, 4a. [[INa sklicku barveném ISH 4b. [INa sklicku barveném ISH nebyl | 4c. [_] Morfologie jadra je nepfijatelna, | 4d. [ Pozadi nepfijatelné, rusi hodnoceni
protoze (oznacte VSE, co plati): nezustala Zadna tkarn. v tkani Zadny invazivni karcinom. nelze rozlisit strukturalni prvky tkané sklicka barveného ISH.
normélnich bunék od strukturalnich
prvkd cilovych bunék karcinomu. [JHER?2 [CJChr 17
4e. [] Signél vnitini pozitivni 4f. [] Slabé/chybgjici barveni ISH | 4g. [[] Jiné (specifikujte):
kontroly je nedetekovatelny. v cilovych burikach, nelze hodnotit.
[IHER2 []Chr 17 [IHER2 [1Chr 17

5. Vy¢isleni cilové oblasti 1: Spocitejte signal HER2 a signal Chr17 v kazdém z 20 jader. Pfictéte pocty signali HER2. Prictéte pocty signali Chr 17. Vytvoite pomér stavu genu vydélenim CELKOVEHO
poctu signald HER2 CELKOVYM podtem signalli Chr 17. Zaokrouhlete na 1 desetinné misto. Dokumentujte, zda byly shluky nebo signaly pogitany.

POCET SIGNALU V CILOVE OBLASTI 1 - 20 jader
5a | 5b | 5¢ | 5d | 5e | 5f | 53 | B5h | 5i | 5 | Bk | 51 | 5m | 5n | 5o | 5p | 5q | 5r | 5s | 5t Su Sv 5w 5x poznamka
01 (02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 (09|10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 | 19 | 20 | CELKEM | POMER | Shluky pfitomny?
HER2 []Ano []Ne
Chr17 []Ano []Ne
6. Vysledky z 20 jader: 6a. [_] Neamplifikovano: HER2/Chr17 < 2.0 nebo 6b. [] Amplifikovano: HER2/Chr17 = 2.0

Pokud pomér HER2/Chr17 spada do rozmezi od 1.8 do 2.2, pak je tfeba vycislit dalSich 20 jader.
7. Vycisleni cilové oblasti 2: Spocitejte signal HER2 a signal Chr17 v kazdém z 20 jader. Pi¢téte pocty signald HER2. Prictéte pocty signalli Chr 17. Dokumentujte, zda byly shluky nebo signaly pocitany.

. POCET SIGNALU V CIiLOVE OBLASTI2-2. 20 jader  (pokud pomér cilové oblasti 1 je 1.8-2.2)
Ta | 7o | Tc | 7d|T7e | 7f | 7g | 7Th | 7i | 7j |7k | 70 | Tm | Tn |70 | Tp|7q | 7r | 7s | Tt 7u 8w 8x poznamka
01 |02 |03 (04 |05 |06 |07 |08 |09 (10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 | 18 | 19 | 20 | CELKEM | Shluky pfitomny?
HER2 [JAno[]Ne
Chr17 1 Ano ] Ne

8. Vysledky ze 40 jader:
8a. Cilova oblast 1 HER2 Celkem + Cilovéa oblast 2 HER2 Celkem
(z pole 5u) (z pole 7u)

Pocet HER2 celkem 8c. Pomér: Celkem HER2 / celkem Chr17

Pocet Chr17 celkem

8b. Cilova oblast 1 Chr17 Celkem + Cilova oblast 2 Chr17 Celkem
(z pole 5u) (z pole 7u)
8d. Koneény vysledek ze 40 jader:  [_] Neamplifikovano: HER2/Chr17 <2.0 nebo  [] Amplifikovano: HER2/Chr = 2.0

Hodnaotil/a: Datum:
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